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Bad. 306 (1956) 


Nomenklatur der Enzyme des Fettsaurestoffwechels 


Die tiberraschend schnelle Entwicklung in den letzten Jahren hat 
dazu gefiihrt, daB eine Anzahl von Enzymen des Fettstoffwechsels in 
verschiedenen, unabhaingig voneinander arbeitenden Laboratorien in 
loslicher Form isoliert wurden. Durch diesen Umstand kam es dazu, daB 
Enzyme, welche gleichartige Reaktionen katalysieren, mit vollstandig 
verschiedenen Namen — entweder nach dem angegriffenen Substrat oder 
nach der bevorzugten Gleichgewichtseinstellung der betreffenden 
Reaktion — bezeichnet wurden. Dieser Zustand gibt AnlaB zu MiBver- 
stindnissen unter allen denjenigen, welche mit dem genannten Arbeits- 
gebiet nicht véllig vertraut sind. 


Die II. Internationale Konferenz tiber biochemische Probleme der 
Lipoide, welche in der Zeit vom 27. bis 30. Juli 1955 in Gent, Belgien, 
unter dem Vorsitz von Prof. R. Ruyssen stattfand und von Vertretern 
von 20 Nationen besucht war, bot eine Gelegenheit, dieser Schwierig- 
keiten Herr zu werden. Zur Diskussion der geschilderten Nomenklatur- 
probleme wurde eine spezielle Sitzung einberufen, auf der ein Memo- 
randum, verfaBt von Priscilla Hele und G. Popjak (London), vor- 
gelegt wurde, das als Grundlage der Besprechungen diente. Den Vorsitz 
hatte G. Popjak inne. Die Teilnehmer erzielten vollige Ubereinstimmung 
und empfehlen die internationale Annahme der Nomenklatur, welche in 
dem vorliegenden Dokument enthalten ist. Dieses wird einer Anzahl 
fiihrender wissenschaftlicher Zeitschriften in der ganzen Welt zur gleich- 
zeitigen Publikation tibermittelt. 


Prinzipien der Nomenklatur 


Bevor die einzelnen Enzyme behandelt wurden, konnte Uberein- 
stimmung iiber die allgemeinen Prinzipien erzielt werden, welche fiir die 
Nomenklatur maBgeblich sind. 


a) Es wird empfohlen, die Enzyme mit einem systematischen 
Namen zu belegen, welcher sowohl das Substrat bzw. die Substrat- 
gruppe als auch die durch das Enzym verursachte Gesamtreaktion an- 
geben soll (vgl. Hoffmann-Ostenhof?!). Der Reaktionsmechanismus 
sollte jedoch nicht im Enzymnamen angedeutet werden, da es méglich 


1 O. Hoffmann-Ostenhof, Advances in Enzymol. 14, 219 [1953]. 
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ist, daB kiinftige Entdeckungen die derzeitige Vorstellung tiber dex 
Reaktionsmechanismus andern werden. 

Durch ihre Linge werden manche systematische Namen recht un- 
handlich und wirken auch bei mehrfacher Wiederholung in Publika- 
tionen stérend. In diesen Fallen ist die Schaffung von Trivialnamer 
neben den systematischen Bezeichnungen sehr wiinschenswert. Fir dic 
Trivialnamen wird allgemein eine gekiirzte Form der systematischer: 
Namen empfohlen. (An dieser Stelle wurde ein etwas leichterer Ton in 
die Diskussion gebracht; die angelsichsischen Teilnehmer sprachen 
namlich von ,,nicknames‘ [Kosenamen] fiir Enzyme). 


b) Dem allgemeinen Wunsch, die Enzyme nach der bevorzugten 
Gleichgewichtseinstellung der katalysierten Reaktionen zu bezeichnen, 
sollte Rechnung getragen werden. Diese Absicht konnte dort nicht ver- 
wirklicht werden, wo bereits eine (wenngleich ungeschriebene) Kon- 
vention existiert, wie z. B. in den Fallen von Enzymen, welche Oxy- 
dationen und Reduktionen bewirken. Diese werden gewoéhnlich als 
,,Dehydrogenasen™ bezeichnet, ohne Riicksicht darauf, ob das einge- 
stellte Gleichgewicht die Reduktion (Reductasen) oder die Oxydation 
(Dehydrogenasen) begiinstigt. Eine weitere Schwierigkeit kénnte hier 
auch daraus erwachsen, daB bei manchen Reaktionen die Gleichge- 
wichtslage je nach dem pu-Wert in entgegengesetzten Richtungen liegt. 
Aus diesen Griinden wird empfohlen, die Bezeichnung ,,Reductase“ zu- 
mindest so lange, bis die bestehende Konvention durch eine kiinftige 
internationale Vereinbarung geandert wird, nicht zu verwenden. 


c) Da es heute allgemein bekannt ist, daB Fettsaéuren generell nicht 
am Stoffwechsel teilnmehmen, wenn sie nicht mit Coenzym A verbunden 
sind, wird es als unndétig angesehen, Coenzym A in jeden Enzymnamen 
aufzunehmen. Um jedoch anzuzeigen, daf} das Substrat nicht die freie 
Saure ist, wird empfohlen, den Namen des Saureradikals fiir die Be- 
zeichnung des Substrats zu beniitzen. So bezeichnet z. B. der Name 
Butyryl-dehydrogenase ein Enzym, das Butyryl-Coenzym A dehy- 
driert; Butyrat-dehydrogenase wire hingegen ein Enzym, dessen Sub- 
strat freie Buttersaure ist. 


d) Die meisten Enzyme des Fettsiurestoffwechsels wirken auf Sub- 
strate ein, welche sich von Fettsaiuren verschiedener Kettenlaingen- 
bereiche ableiten. Es wird empfohlen, daf in solchen Fallen das Enzym 
nach derjenigen Kettenlinge bezeichnet wird, fiir welches es die gréBte 
Affinitaét zeigt, oder, wenn eine solche optimale Kettenlange nicht de- 
finiert werden kann, nach dem Bereich der Kettenlaingen der Substrate. 


e) In allen Fallen, in welchen ,,freies“ Coenzym A als Substrat 
einer Reaktion (sowohl explizit als auch implizit) angesehen werden muB, 
soll dem Teil des Enzymnamens, welcher die Funktion des Enzyms be- 
zeichnet, das Prafix ,,Thio-‘‘ vorgesetzt werden, z. B. Thiokinase, 
Thiolase, Thiophorase (s. u.). 
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Die einzelnen Enzyme des Fettsiurestoffwechsels? 


Die einzelnen Enzyme, welche am Fettsiurestoffwechsel beteiligt 
sind, wurden nach ihrer Wirkungsweise in fiinf verschiedenen Gruppen 
behandelt. Diese sind 1. Aktivierung; 2. Kondensation und Spaltung; 
3. Reduktion und Oxydation; 4. Hydratisierung und Dehydratisierung ; 
5. Ubertragungsreaktionen. 


1. Aktivierende Enzyme 


Katalysierte Reaktion: 
Fettsiure + ATP + CoA = Acyl-CoA + PP, + AMP 


Es wird vorgeschlagen, diese Gruppe von Enzymen als Thio- 
kinasen zu bezeichnen und diesem Namen das wichtigste angegriffene 
Substrat voranzustellen. So muB der Ahne aller Enzyme auf dem Co- 
enzym-A-Gebiet, das Enzym, welches 1945 von Lipmann entdeckt 
wurde, Acetat-thiokinase, nicht aber Acetyl-thiokinase, genannt 
werden. Die beiden anderen. bisher bekannten Enzyme dieser Gruppe, 
dasjenige mit einem Optimum bei der Kettenlange C,—C, (vgl. Green’) 
und dasjenige mit einem Optimum bei C,, (Kornberg und Pricer‘), 
werden dementsprechend als Octanoat-thiokinase (oder auch Ca- 
prylat-thiokinase) und Dodekanoat-thiokinase (bzw. Laurat- 
thiokinase) bezeichnet. 


Diese Enzyme wurden bisher als Acetat-aktivierendes Enzym und 
Fettsiure-aktivierende Enzyme bezeichnet. 


Der Bildung des Begriffs Thiokinase lag die Uberlegung zugrunde, 
daB Acyl-Coenzym A zwar in mehreren Reaktionen gebildet werden 
kann, aber die primare Aktivierung gewéhnlich unter Verbrauch einer 
energiereichen Phosphatgruppe (derjenigen von ATP im Falle der En- 
zyme tierischen Ursprungs) erfolgt. Die Verwendung von ,,Kinase“ hier 
steht somit im Einklang mit dem heute in der Biochemie tiblichen Ge- 
brauch des Terminus. 


Des weiteren kam man iiberein, daB diese aktivierenden Enzyme 
Thiokinasen genannt werden sollen ohne Riicksicht darauf, ob die Spal- 
tung von ATP zur Bildung von AMP und Pyrophosphat (PP,) oder ADP 


2 Es werden die folgenden Abkiirzungen verwendet: ATP, Adenosintriphos- 
phat; ADP, Adenosindiphosphat; AMP, Adenosinmonophosphat; Co A, Coenzym A; 
PPa,anorg. Pyrophosphat; DPN® und DPNH, oxydiertes u. reduziertes Diphospho- 
pyridinnucleotid; FAD und FADH,, oxydiertes und reduziertes Flavinadenin- 
dinucleotid. 


3 D. E. Green, Biol. Rev. Cambridge philos. Soc. 29, 330 [1954]; dort 
Ubersicht iiber die in J. biol. Chemistry 204—208 [1953—1954] erschienenen 
Arbeiten aus dem Laboratorium dieses Verfassers. 

4 A. Kornberg u. W.E. Pricer jr., J. biol. Chemistry 204, 329 [1953]. 

1* 
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und Orthophosphat fiihrt. Demnach ist das von Kaufmann? entdeckte 
Enzym, welches Bernsteinsaéure nach der Gleichung 

Succinat + CoA + ATP = Succinyl-CoA + ADP + P 
aktiviert, Succinat-thiokinase zu nennen. 


2. Enzyme der Kondensation und Spaltung 


Katalysierte Reaktion: 

Cn-Acyl-CoA + Acetyl-CoA = C(n+2)-f-Ketoacyl-CoA + CoA 

Lynen® schlug fiir Enzyme, welche derartige Reaktionen be- 
wirken, den Namen ,,f-Ketothiolase’* vor, wihrend die Gruppe von 
Green® die Bezeichnung ,,f-ketoacyl CoA cleavage enzyme“ beniitzte. 

Obwohl diese Gruppe von Enzymen auch als Transacetylasen auf- 
gefaBt werden kénnen, wurde Ubereinstimmung dariiber erzielt, dab 
Thiolase der geeignetste Name fiir dieses Enzym ist. Diese Bezeichnung 
betont die thiolytische Natur der katalysierten Reaktion, deren Gleich- 
gewicht weit auf der Seite der Spaltung liegt. 

Es wird der systematische Name: /-Ketoacyl-thiolase emp- 
fohlen. Beispiele: Acetacetyl-thiolase,#-Ketohexanoyl-thiolase 
(oder B-Oxohexanoyl-thiolase), usw. 

Trivialndme: Thiolase. 


3. Enzyme, welche Oxydationen und Reduktionen 
katalysieren 

Wie oben berichtet, kam man iiberein, da diese Enzyme ohne Riick- 
sicht auf die Gleichgewichtslage der katalysierten Reaktionen generell 
Dehydrogenasen genannt werden sollen. 

In dieser Klasse miissen zwei Reaktionstypen betrachtet werden: 

3a) B-Hydroxyacyl-CoA + DPN® = f-Ketoacyl-CoA + DPNH + H®, und 

3b) Gesattigtes Acyl-CoA + FAD = Ungesittigtes Acyl-CoA + FADH, 

Enzyme, welche Reaktion 3a katalysieren, wurden sowohl vom 
Arbeitskreis Green als auch vom Arbeitskreis Lynen_ beschrieben. 
Green® schlug den Namen ,,f-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase“ vor, 
wihrend die Nomenklatur Lynens wechselte: 1. 6-Ketohydrase®; 
2. B-Ketohydrogenase” ®; und 3. /-Ketoreductase® 1°. 

Als systematischer und zugleich Trivialnamen fiir Enzyme, welche 
Reaktionen des Typus 3a katalysieren, wird /-Hydroxyacyl-de- 
hydrogenase vorgeschlagen. 


5 §. Kaufmann, Phosphorus Metabolism, Bd.1, 8S. 370. Johns Hopkins 
Press, Baltimore, 1951. 

6 F. Lynen, L. Wessely, O. Wieland u. L. Rueff, Angew. Chem. 24, 
687 [1952]. 

7 F. Lynen, Bull. Soc. Chim. biol. 35, 1061 [1953]. 

8 O. Wieland, Klin. Wschr. 32, Nr. 1, 385 [1954]. 

® F. Lynen, Federation Proc. 12, 683 [1953]. 

10 F, Lynen, Nature [London] 174, 962 [1954]. 
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Beispiel: 6-Hydroxybutyryl-dehydrogenase. 

Enzyme, welche Reaktionen des Typus 3b bewirken, wurden von 
Seubert und Lynen" unter der Bezeichnung ,,Athylen-reductase“ be- 
schrieben; drei davon von der Gruppe in Madison mit den Namen (vgl. 
Green’) ,,butyryl-coenzyme A-dehydrogenase“ (griines Enzym) und 
fatty acyl-coenzyme A-dehydrogenase“ (gelbe Enzyme, Y, und Y,) 
belegt. 

Als systematischer und zugleich Trivialname fiir Enzyme, welche 
Reaktionen des Typus 3b katalysieren, wird Acyl-dehydrogenase 
vorgeschlagen. 

Beispiele: Butyryl-dehydrogenase, Hexanoyl-dehydro- 
genase bzw. Caproyl-dehydrogenase, Hexadekanoyl-dehy- 
drogenase bzw. Palmityl-dehydrogenase. 


4. Enzyme, welche Hydratisierung und Dehydratisierung 
katalysieren 
Katalysierte Reaktion: 
(/-Hydroxyacyl-CoA = Ungesittigtes Acyl-CoA + H,O 


Kin Enzym, das Reaktionen dieser Art bewirkt, wurde von Green? und 
von der Gruppe um Ochoa! beschrieben. Greens Bezeichnung war 
unsaturated fatty acyl coenzyme A hydrase**. Ochoas Gruppe nannte 
ihr Enzym in Analogie zur Fumarase ,,Crotonase“. 

Als systematischer und zugleich Trivialname fiir Enzyme, welche 
Reaktionen des geschilderten Typus katalysieren, wird Enoyl-hydra- 
tasen vorgeschlagen. 

Beispiele: Crotonyl-hydratase (But-2-enoyl-hydratase); Hex-2- 
enoyl-hydratase; Oct-2-enoyl-hydratase, usw. 

Da Crotonyl-hydratase jetzt bereits in kristalliner Form vor- 
liegt 3» 14 und, zwar einen ziemlich breiten Spezifitatsbereich zeigt, aber 
gegeniiber Crotonyl-CoA am aktivsten ist, kam man iiberein, die Be- 
zeichnung Crotonase als Trivialname fiir dieses Enzym beizubehalten. 


5. Ubertragende Enzyme 
In dieser Gruppe sind drei Reaktionen bekannt: 


5a) Propionat (oder Butyrat) + Acetyl-CoA = Propionyl- (oder Butyryl-) 
CoA + Acetat 

5b) Acetacetat + Succinyl-CoA = Acetacetyl-CoA + Succinat 

5c) Butyrat + Succinyl-CoA = Butyryl-CoA + Succinat 


11 W. Seubert u. F. Lynen, J. Amer. chem. Soc. 75, 2717 [1953]. 

2 J. R. Stern u. A.del Campillo, J. Amer. chem. Soc. 75, 2277 [1953]. 

3 J. R. Stern, I. Rawu. A. del Campillo, Federation Proc. 13, 304 [1954]. 

14 J, R. Stern u. S. Ochoa, 24 Internat. Conference on Biochem. Problems 
of Lipids, Gent 1955, Abstr. of Papers, S. 21. 
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Die erste dieser Reaktionen wurde von Stadtman?® 16 in Ex- 
trakten von Clostridium kluyveri entdeckt. Da die Reaktion eine Uber- 
tragung des Coenzyms A von Acetyl-CoA auf eine Fettsaure als Accepto: 
darstellt, wurde der Name ,,CoA-transphorase“ fiir das dafiir verant. 
wortliche Enzym vorgeschlagen!’. Stern, Coon und del Campillo™ 
beschrieben Enzympraparate, welche die Reaktion 5b katalysieren, dic 
Gruppe um Green berichtete iiber Priparate, die sowohl Reaktion 5b als 
auch 5c bewirken kénnen (vgl. Green®*). 

Alle diese Enzyme kénnen als Coenzym A-iibertragende Enzyme 
angesehen werden. Dementsprechend wird fiir sie die Bezeichnung 
Thiophorase als systematischer und Trivialname vorgeschlagen. Die 
systematischen Namen fiir die Enzyme, welche die in dieser Gruppe auf- 
gezihlten Reaktionen bewirken, sind also: 

a) Propionyl-acetat-thiophorase, oder allgemeiner Acyl- 
acetat-thiophorase; b) Acetacetyl-succinat-thiophorase und 
ce) Butyryl-succinat-thiophorase. 

Die Differenzierung in der Bezeichnung der als Substrat betei- 
ligten Sauren als ,,. . yl‘ oder ,,. . at“ ist in diesem Falle durch die Gleich- 
gewichtslage der betreffenden Reaktionen bedingt: Propionsaure, 
Buttersiure und Acetessigsiure sind schlechtere Acceptoren fiir Coen- 
zym A als Essigsiure und Bernsteinsiure. 


Wir glauben, da8 mit unseren Vorschligen ein erster Schritt zur 


Vereinheitlichung der gegenwartigen — etwas verwirrenden — Enzym- 
terminologie des Fettsiurestoffwechsels unternommen wurde, und dab 
er von der Enzym-Kommission in der Internationalen Union fiir Bio- 
chemie, der wir das vorliegende Schriftstiick unterbreiteten, zur gege- 
benen Zeit beriicksichtigt werden wird. 


30. Juli 1955 H. Beinert F. Lynen 
D. E. Green S. Ochoa 

II. Internationale Priscilla Hele G. Popjak 

Konferenz iber bio- O.Hoffmann-Ostenhof R.Ruyssen 

chemische Probleme der 

Lipoide, Gent, Belgien. 


15 E.R. Stadtman, J. cellular. comparat. Physiol. 41, Suppl., 1, 89 [1953]. 

16 EK. R. Stadtman u. T. C. Stadtman, Annu. Rev. Microbiol. 7, 143 [1953]. 

17 H. A. Barker, Phosphorus Metabolism, Bd.1, S. 204, Johns Hopkins 
Press, Baltimore, 1951. 

ae J.R.Stern, M.J.Coon u. A.del Campillo, Nature [London] 171, 28 
[1953]. 
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Versuche zur chemischen Kennzeichnung 


von embryonalen Induktionsstoffen 


Von 
Heinz Tiedemann und Hildegard Tiedemann 
Aus dem Heiligenberg-Institut, Abteilung O. Mangold, Heiligenberg (Bodensee) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Februar 1956) 


Herrn Prof. Dr. W. Schoeller zum 75. Geburtstag gewidmet 


In der Urodelenentwicklung wird die Ausbildung des Zentralner- 
vensystems von einem Gewebebezirk determiniert, der spaiter Chorda 
und Urwirbel bildet. Dieser Bezirk entspricht in der friihen Gastrula der 
oberen Urmundlippe. In das ventrale Ektoderm einer anderen Gastrula 
von Triton verpflanzt, induziert er die Ausbildung einer zweiten Embry- 
onalanlage?. Das Medullarrohr der sekundiren Embryonalanlage ent- 
steht aus dem ventralen Ektoderm, welches normalerweise nur Epidermis 
liefert. Die obere Urmundlippe wirkt in diesem Versuch als ,,Organi- 
sator“‘. In anderer Weise wurde die Bildung von Induktionen von 
0. Mangold? dadurch erreicht, daB ein Stiick des Organisators in das 
Blastocoel einer Gastrula gebracht wurde. Wahrend des Gastrulations- 
vorganges gelangt das eingesteckte Stiick unter das ventrale Ektoderm 
und ruft in diesem die Bildung eines sekundiren Medullarrohres hervor 
(Abb. 1, Seite 11). In weiteren Versuchen stellte O. Mangold? fest, daB 
auch differenziertes Gehirn und Extremitatenknospen sekundare Medul- 
larrohre induzieren kénnen. In diesen Fallen wird eine Induktion durch 
ein Gewebe hervorgerufen, dem diese Funktion in der normalen Ent- 
wicklung sicher nicht zukommt. Der Versuch wies schon auf eine weite 
Verbreitung der induzierenden Stoffe hin. — Holtfreter* untersuchte 
dann zahlreiche Gewebe von Wirbellosen und Wirbeltieren und fand, daB 
die Mehrzahl der Gewebe in verschieden starkem Mae induzierend 
wirkt. Die Wirkung geht auch nach Alkoholbehandlung und nach kurz- 
dauerndem Erhitzen der Organe nicht verloren®. Dieser Versuch macht 
es wahrscheinlich, da8 die Induktionswirkung stofflich vermittelt wird 
und physikalische Faktoren héchstens als Nebenursache eine Rolle 
spielen. 


1 H.Spemann u. Hilde Mangold, Arch. mikroskop. Anatom. Entwick- 
lungsmechan. 100, 599 [1924]. 

2 O.Mangold, Arch. mikroskop. Anatom. Entwicklungsmechan. 100, 198 
[1923]. 

3 O. Mangold, Naturwissenschaften 16, 387 [1928]. 

4 J. Holtfreter, Roux’Arch. Entwicklungsmechan. 182, 308 [1934]. 

5 H. Bautzmann, J. Holtfreter, H.Spemann u. O. Mangold, Natur- 
wissenschaften 20, 971 [1932]. 
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F. G. Fischer und Mitarbeiter®’ extrahierten Amphibien-Keime mit orga- 
nischen Lésungsmitteln (Alkohol, Aceton, Ather). Sie fanden, da die Induktions- 
wirkung des extrahierten Riickstandes voll erhalten war, der Extrakt aber eben- 
falls induzierte. Riickstand und Extrakt wurden weiter aufgearbeitet. Die Autoren 
fiihrten die Wirksamkeit des Extraktes auf die in ihm enthaltenen Fettsaurei 
zuriick, da auch mit synthet. Olsiure sekundare Medullarplatten erhalten wurden. 
Induzierend wirkten nur fliissige Fettsiuren, feste dagegen nicht. — Die Unter- 
suchung des Riickstandes zeigte, daB die Wirkung an die Nucleoproteidfraktion 
gebunden ist. Nucleinsiuren aus Thymus und Pankreas und Muskeladenylsaure 
erwiesen sich nach Versuchen von F.G. Fischer und Mitarbeitern als wirksam. 
Auf Grund dieser Befunde stellte F.G. Fischer die Theorie auf, daB die Induk- 
tionswirkung nicht durch einen spezifischen Stoff, sondern durch einen allgemeinen 
, Saurereiz” vermittelt wird’. Suomaleinen und Toivonen® fanden spater, das 
Hefeadenylsiure ebenfalls schwach wirksam ist. 

Zu widersprechenden Resultaten kamen zur gleichen Zeit englische Autoren. 
C. H. Waddington et al® konnten durch die unverseifbare Fraktion des Ather- 
extraktes aus Triton-Keimen und Kalbsleber in einigen Fallen Medullarplatten er- 
zeugen und nahmen an. da die wirksamen Substanzen Sterine sind. Sie fanden 
auch cancerogene und oestrogene Kohlenwasserstoffe wirksam. J. G. Shen?® er- 
zeugte durch den wasserlislichen cancerogenen Kohlenwasserstoff 1.2.5.6-Dibenz- 
anthracen-endosuccinat Induktionen. | 

Toivonen"™14 fand spater in Ubereinstimmung mit Versuchen von F. G. 
Fischer und Mitarbeitern, daB mit Ather extrahierte Stoffe erst nach der Ver- 
seifung, also der Freisetzung von Fettsiuren, wirksam werden. 

Die erwahnten Ergebnisse fiihrten nicht zu dem erhofften Erfolg, spezifische 
Induktionsstoffe zu isolieren. Induktionen lieBen sich mit ganz verschiedenen , 
Stoffgruppen erzielen, und es ergab sich kein Anhaltspunkt, durch welche Stoffe 
in der normalen Entwicklung die Bildung des Nervensystems vermittelt wird. 

Versuche von Barth” fiihrten zu einem unerwarteten Ergebnis. Isoliertes 
prasumptives Ektoderm von Amblystoma punctatum bildete in Salzlésungen ohne 
einen Induktor neurale Strukturen. Holtfreter’ fand, daB dieser Vorgang mit 
~ einer Ablésung und Schadigung von Zellen verbunden ist. Bei anderen Urodelen ist 
das Ektoderm gegen Salzlésungen weniger empfindlich; doch bildet es auch bei 
diesen neurale Differenzierungen, wenn es kurzzeitig zellschadigenden Einfliissen 
(Saure, Ammoniak) ausgesetzt wird. In diesem Zusammenhang soll auch erwahnt 
werden, daB im lebenden Zustand nicht wirksames Ektoderm durch Abtéten neural 
induzierende Eigenschaften erlangen kann. Vielleicht wird dabei ein vorher in un- 
wirksamer Form vorhandener neuraler Induktor freigesetzt. Holtfreter™ schloB 
nun, da®B auch viele der genannten chemischen Stoffe (Sauren, Kohlenwasserstoffe), 
die in héherer Konzentration Cytolyse hervorrufen, auf dem Wege einer rever- 

6 F.G. Fischer, E. Wehmeier, Nachr. Ges. Wiss. Géttingen, Abt.Biologie 
394 [1933]. 

7 F. G. Fischer, E. Wehmeier, H. Lehmann, L. Jiihling u. K. 
Hultzsch, Ber. dtsch. chem. Ges. 68, 1196 [1935]. 

8 P.Suomaleinen u.S. Toivonen, Ann. Acad. Sci. fennicae, Ser. A. LIII 
3 [1939]. 

®C.H.Waddington, J.Needham, W.W.Nowinski, D.M. Need- 
ham, R. Lemberg, Nature [London] 184, 103 [1934]. 

10 J.C. Shen, J. exp. Biology 16, 143 [1939]. 

11 §. Toivonen, Rev. suisse Zoologie 57 (Suppl.), 41 [1950]. 

14S, Toivonen u. T. Kuusi, Ann. Zool. Soc. Zool. Bot. fenn. ,,Vanamo” 
13, 1 [1948]. 

2 L.G. Barth, J. exp. Zool. 87, 371 [1941]. 

18 J. Holtfreter, J. exp. Zool. 98, 161 [1945]; 106, 197 [1947]. 
™ J, Holtfreter u. V. Hamburger, Analysis of Development, W. B. Saun- 
ders Comp. S. 230 [1955]. 
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siblen oder irreversiblen Zellschadigung wirksam werden. Auch die von Barth!® 
durch Kephalin und Digitonin und von Okada!® durch Kaolin erhaltenen In- 
duktionen geh6ren in diese Kategorie. Fiir den physiologischen Induktionsvorgang 
hat die Auslésung von Induktionen durch Zellschadigung jedoch wohl keine Be- 
deutung. 

Neue und weiterreichende Gesichtspunkte ergaben sich aus Ver- 
suchen von Toivonen und von Chuang. Bei der systematischen Unter- 
suchung verschiedener Organe und verschiedener Tierarten fand Toi- 
vonen?’, daB bestimmte Gewebe vorwiegend bestimmte Organsysteme 
induzieren. Meerschweinchenniere und Barschniere rufen zum Beispiel 
vorwiegend Rumpf-Schwanz-Bildungen, daneben auch haufig Hinter- 
kopforgane wie Ohrblasen hervor (deuterencephale Induktion). Meer- 
schweinchenleber dagegen induziert fast nur Vorderkopforgane (Augen, 
Nasen, Vorderhirn, Balancer usw. = archencephale Leistung). Die 
Niere des Ungliickshihers induzierte hauptsichlich deuterencephal. 
Kirzlich konnte Toivonen!® durch Knochenmark rein mesodermale 
Induktionen (Mesenchym und Pronephros) erzielen. 

Der Schwanz wird in der normalen Entwicklung ebenso wie der tbrige Em- 
bryo aus den Keimblattern, nicht aus einem undifferenzierten Blastem, wie man 
friiher glaubte, gebildet!®. Beim Normalkeim tritt die Schwanzanlage nach Beendi- 
gung der Neurulation als Schwanzknospe hervor, deren Streckung spiater einsetzt. 
Die Schwanzanlage wird im Normalfalle durch den caudalen Teil des Chordameso- 
derms induziert?°. 

Chuang?! erhitzte Organe, die sow ohl Vorderkopf (archencephal) 
als auch Rumpf und Schwanz (spinocaudal) induzierten, verschieden 
lang. Schon nach kurzem Erhitzen ging die spinocaudale Wirkung ver- 
loren, waihrend die archencephale Wirkung wesentlich hitzebestandiger 
war. 

Kuusi* stellte aus Leber und Niere durch fraktioniertes Zentri- 
fugieren und durch Fallungen Fraktionen her, die aber noch sehr un- 
einheitlich waren. Als wirksam erwiesen sich Nucleoproteide. 


Brachet**:*4 behandelte Gewebestiicke und Tabakmosaikvirus mit 
Ribonuclease?*?* und prifte dann ihre Induktionsfahigkeit. Da mit 
den behandelten Stiicken keine Induktionen erzielt werden konnten, 
glaubte Brachet, daB die Ribonucleinséiuren das induzierende Agens 
wiren. AuBerdem fand er eine Parallelitaét zwischen dem Ribonuclein- 

15 L.G. Barth, Physiol. Zool. 12, 22 [1939]. 

16 Y.K. Okada, Growth 2 2, 49 iri938), 

17 §. Toivonen, Ann. Acad. Sci. fennicae Ser. A. LV 5 [1940]. 

male =) Toivonen, Arch. Soc. Zoo!. Bot. fennicae ,,Vanamo” 7, 113 [1953]. 

19 Literatur siehe I. c.14. 

20 H. Bautzmann, Roux’ Arch. Entwicklungsmechan. 119, 1 [1929]. 

21 H. H. Chuang, Roux’ Arch. Entwicklungsmechan. 139, 556 [1939]; 140, 
25 [1940]. 

22 T. Kuusi, Ann. Zool. Soc. Zool. Bot. fennicae ,,Vanamo”’ 14, 1 [1951]. 

23 J. Brachet, Cold Spring Harbor Sympos. quantitat. Biol. 12, 18 [1947]. 

24 J. Brachet, in Nucleid Acids, Cambridge Monographs 1947, S. 207. 

25 J. Brachet, Bull. Acad. roy. Sci. Belg. 29, 707 [1945]. 

°6 J. Brachet, Embryologie chimique Liegé, IT. 
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siuregehalt von Implantaten und dem Prozentsatz der erzielten In- 
duktionen** 2527, Die Verteilung der Ribonucleinsiure wahrend der 
Gastrulation — eine hohe Konzentration an RNS hat in diesen Stadier 
die dorsale Urmundlippe — soll ebenfalls fiir die Wirksamkeit bei der 
normalen Induktion sprechen?’. Auch Zentrifugierungsversuche wurder 
herangezogen. 

Englander, Johnen und Vahs?® inkubierten Mauseniere 2 
bis 6 Stdn. bei 20°—40° mit krist. Ribonuclease und konnten die Er- 
gebnisse von Brachet nicht bestitigen. Der archencephale Induk. 
tionseffekt wurde durch die Fermentbehandlung eher verstarkt als ab- 
geschwacht. Sie glauben, daB depolymerisierte Ribonucleinsaure fiir den 
archencephalen Effekt bestimmend ist. Kuusi?* konnte mit Fraktionen 
aus Meerschweinchenleber keine Beziehung zwischen RNS-Gehalt und 
Induktionshaufigkeit feststellen. Die gleiche Autorin fand auch, daB das 
Tabakmosaikvirus nach Abspaltung von RNS mit 10-proz. Perchlorsaure 
wirksam bleibt?®. Lallier®® erzielte Induktionen mit toten Organisator- 
stiicken, die mit basischen Farbstoffen angefairbt waren. Dadurch soll 
die Aktivitat der RNS blockiert werden. 

Die besprochenen Ergebnisse der Versuche zur chemischen Analyse 
der Induktionsstoffe fiihrten zu Widerspriichen. Es besteht keine ein- 
heitliche Auffassung dariiber, zu welcher Stoffgruppe sie gehéren. Die 
Versuche von Toivonen und Chuang haben gezeigt, da es min- 
destens zwei verschiedene Wirkungsarten gibt. Wenn diese auf zwei 
verschiedene Stoffe zuriickzufiihren sind, miiBte es méglich sein, die 
Stoffe durch chemische Fraktionierung zu trennen und anzureichern. 
Bisher war dies nicht gelungen. 

Wir haben seit 2 Jahren Versuche zur chemischen Kennzeichnung 
der Induktionsstoffe unternommen, iiber die in dieser Arbeit berichtet 


wird. Methoden 

Die Fraktionen wurden nach der zuerst von O. Mangold? angewendeten, in 
Abb. 1 schematisch dargestellten Methode an Keimen von Triton alpestris und 
Axolotl ausgetestet. Die Axolot] wurden in der bekannten Weise durch einen Tem- 
peraturschock (Einbringen in Eiswasser) zum Ablaichen gebracht. Die zu testenden 
Implantate wurden durch einen am animalen Pol angelegten Schlitz in das Blasto- 
coel einer jungen Gastrula gebracht, so da sie unter die zukiinftige Bauchhaut zu 
liegen kamen (Abb. la u. b). In der zukiinftigen Bauchhaut kénnen sie dann eine 
sekundare Medullarplatte induzieren (Abb. 1c), aus welcher sich spater vor allem 
K6pfe, gekennzeichnet durch Augen, Nasen und Gehérblasen (Vorder- und Hinter- 
kopfinduktionen = ,,archencephale” und _ ,,deuterencephale’’ Induktionen) ent- 
wickeln (Abb. 2). Die Induktionswirkung kann aber auch zur Ausbildung eines 
sekundéren Rumpfes fiihren (Rumpf-Schwanzinduktion = ,,spinocaudale”’ Ind.), 
mit Extremitaéten und Schwanzchen mit Flossensiumen als 4uBeren Kennzeichen 
(Abb. 3 u. 4). 


27 J. Brachet, Rev. suisse Zool. 57, 57 [1950], zitiert nach Ber. Wiss. Biol. 
69, 61 [1950}. 

28 H. Englander, A.G. Johnen u. W. Vahs, Experientia [Basel] 9, 100 
[1953]. 

29 T. Kuusi, Arch. Biol. 64, 189 [1953]. 

30 R. Lallier, Experientia [Basel] 10, 222 [1954]. 
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Leicht in Wasser lésliche Fraktionen wurden in mdglichst hoher Konzen- 
tration in etwa 2% Agar aufgenommen. Dabei muB aber mit einer Abschwachung 
der Induktionswirkung gerechnet werden, denn Kontrollversuche mit hitzekoagu- 
liertem, direkt implantiertem und mit in Agar aufgenommenem natiirlichem Hiih- 
nerembryonalextrakt ergaben, daB die Induktionswirkung des letzteren etwa um 


ventral  Urm. 3 
a. b. C. 
Abb. 1. Schema der Implantationstechnik. — a\ Einstecken des Implantats ins 
Blastocoel der friihen Gastrula. — b) Lage des Implantats nach beendeter Gastru- 
lation. — c) Induktion einer sek. Medullarplatte in der Bauchhaut der Neurula. — 
Ect. = Ektoaerm; Ent. = Entoderm; Impl. = Implantat; Med. Pl. = Medullar- 
platte; Mes. = Mesoderm; Urm. = Urmund; Urw. = Urwirbel. 


Ko. ind. Au. ind. 


Abb. 2. GroBe Kopfinduktion mit mehreren Augenfragmenten (,,archencephale 

Induktion’’), hervorgerufen durch abzentrifugierten und mit 1l-n. NaCl aufge- 

nommenen Riickstand des Embryonalextraktes nach Phenolextraktion (Frakt. 

E 40 IV, Seite 20). — Ko. ind. = induzierter Kopf; Au. ind. = induzierte Augen- 
fragmente. 


die Halfte herabgesetzt war. Trotz der Herabsetzung der Induktionsfaihigkeit wird 
man aber auch bei dieser Methode bei stark induzierenden Stoffen die Wirkung 
nicht tibersehen kénnen. 

Zur Sterilisation wurden die Implantate me'st mit 90-proz. Alkohol gewaschen, 
erst an der Wasserstrahlpumpe, dann bei 10-? Torr getrocknet. Zu schnelles 
Trocknen fiihrt zur Bildung von schadlichen Luftblasen in den Implantaten. 
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| 
F Ru. ind. 


Abb. 3. Induktion eines groBen Rumpfes mit Schwanz in der Brustregion der 

Wirtslarve (,,spinocaudale Induktion’’), hervorgerufen durch aus Embryonal-f 

extrakt angereicherte Frakt. E 40 I (Seite 22). — Ru. ind. = induzierter Rumpf, 
Schw. ind. = induzierter Schwanz. f 


Extr. norm 
| 


| 
| 


Extr ind. — sec. Embr Schw. ind. 


Abb. 4. Induktion eines sekundiren Embryo ohne Vorderkopf mit zwei Extremi|) 
taten am Bauch der Wirtslarve (,,spinocaudale Induktion”’), hervorgerufen durelf 
aus Embryonalextrakt angereicherte Frakt. E 53 (Seite 22). Extr. norm. = nor 
male Extremitat; Extr. ind. = induzierte Extremitaten; Schw. ind. = induzierter 
Schwanz; sec. Embr. = Rumpf des sek. Embryo. : 
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Die Keime wurden in steriler Holtfreter-Lésung mit 0,1°% Cibazol bei Zim- 
mertemperatur bis zum Verbrauch des Dotters aufgezogen. Die Axolotl-Keime 
blieben zur Vermeidung von Gastrulationsstérungen nach der Operation 24 Stdn. 
bei etwa 15° stehen. Insgesamt wurden etwa 3000 Operationen ausgefiihrt. 

Die Wirksamkeit der Implantate wurde nach Zahl und GréBe der Induk- 
tionen beurteilt. Bei einer Aufarbeitung wurden stets alle erhaltenen Fraktionen 
getestet, um bei angereicherten und stark wirksamen Fraktionen so die weitere 
Reinigung kontrollieren zu kénnen. Die Wirksamkeit ist auch von der GréBe der 
Implantate abhangig, die deshalb méglichst gleich groB gewahlt wurden. Versuche 
zur Austestung von induzierend wirkenden Stoffen in Lésung sind im Gange. 

Die bei auBerlicher Betrachtung der Larven feststellbaren Induktionser- 
gebnisse sind in den Tabellen aufgefiihrt. Sie enthalten Angaben tiber die Zah] und 
GréBe der entstandenen Induktionshécker, die 4uRerlich erkennbaren induzierten 
Organe und iiber die Kérperregion, welcher die Induktion ihrer Beschaffenheit 
nach zuzuordnen ist. Als fraglich wurden Induktionen bezeichnet, welche sich 
ihrem auBeren Ansehen nach nicht mit Sicherheit einer bestimmten Gruppe zu- 
ordnen lieBen. So sind z. B. Hinterkopfinduktionen bei auBerer Betrachtung nur 
an den Gehérblasen zu erkennen. Ihre Zahl ist sicher viel gréBer als die in den Ta- 
bellen angegebene Zahl der Gehérblasenbildungen. Diese Induktionen wurden 
deshalb nicht in einer besonderen Spalte der Tabelle aufgefiihrt, sondern ihren son- 
stigen Eigenschaften entsprechend oder als fraglich eingeordnet. 

Phosphor wurde nach Berenblum und Chain*! bestimmt, der Kohlenhy- 
dratgehalt nach der Methode von Vasseur*®, die auf der Auswertung der mit 
Orcin entstehenden Farbung beruht. Als Vergleichssubstanz diente Mannose. Da 
verschiedene Zucker verschiedene Werte ergeben, und die in unseren Praparaten 
enthaltenen Zucker noch unbekannt sind, konnten nur Naherungswerte erhalten 
werden. Die Proteinbestimmungen erfolgten nach der Biuret-Methode (Modifi- 
kation von Th. Biicher und Mitarbb.**). 


Ausgangsmaterial 

Als Ausgangsmaterial fiir unsere Versuche dienten 7—9 Tage alte 
Hiihnerembryonen. Holtfreter* hat 1933 unter zahlreichen Sub- 
stanzen auch Hiihnerembryonalextrakt ausgetestet. Er erhielt mit koa- 
guliertem Extrakt in 90°, der Falle groBe Induktionen. Es entstanden 
etwa gleichviel archencephal-deuterencephale Bildungen (Augen und 
Ohrblasen) und spinocaudale Differenzierungen (Rumpf und Schwanz). 
In unseren eigenen Versuchen induzierte der koagulierte Extrakt eben- 
falls sehr regelmaBig, erzeugte aber keine Riimpfe oder Schwiinze. 


Darstellung wirksamer Fraktionen 

Da nach den bisher vorliegenden Ergebnissen mit gereinigten Sub- 
stanzen vor allem Nucleinséiuren wirksam sein sollten, wurde zunichst 
versucht, Nucleinséiuren und Proteine zu trennen. Zur Abspaltung der 
Nucleinsiiuren aus den Nucleoproteiden erwies sich die Extraktion der 
Proteine mit Phenol**, das in der Chemie der Proteine und Polypeptide 
schon linger verwendet wird, als besonders geeignet. 

31 J. Berenblum u. E. Chain, Biochem. J. 82, 295 [1938]. 

32 E. Vasseur, Acta chem. scand. 2, 693 [1948]. 

33 G. Beisenberg, H. J. Boltze, Th. Biicher, R.Czok, K.H.Garbade, 
KE. Meyer-Arendt u. G. Pfleiderer, Z. Naturforsch. 8b, 555 [1953]. 

34 J. Abel, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 40, 139 [1930]; E. Dingemanse, 
Verh. Pharm. Ges. 1928, 8. 44; V. Du Vigneaud, E.M.K.Geiling u. C.A. Eddy, 
J. Pharmacol. exp. Therapie 38, 497 [1928]; R. O. Herzog u. E. Krahn, diese Z. 
184, 390 [1924]. 
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1. Phenolextraktion 


9 Tage alte Hiihnerembryonen wurden entweder im Potter-Elvehjem 
Homogenisator oder 3 Min. im Multimix mit 1 Vol. 0,9-proz. NaCl- 
Lésung homogenisiert. Die Phenolextraktion des Homogenates erfolgie 
nach einem ahnlichen Verfahren, wie es zuerst von Westphal u. Miv- 
arbb.35 zur Abtrennung von Immunopolysacchariden mit groBem Erfo'g 
angewendet worden war. Experimentelle Einzelheiten zeigt Schema |. 
Die durch Zentrifugieren getrennten Schichten wurden einzeln weiter- 
verarbeitet. 


Schema 1. Aus Embryonalextrakt durch Phenolextraktion gewonnene Fraktionen, 


Homogenat zentrifugiert 





[ s x 
Riickstand Uberstand + 90% Phenol (1:1) 15’ bei 60° 
dann bei 0°, zentrifugiert 
rc & 


Riickstand wiBrige Schicht . Phenolschicht 


(vorwieg, denatur. Protein) (vorwieg. Nucleinsiuren (teilw. denaturierte Proteine) 
mit Ather extrahiert u. Polysaccharide) +% Vol. H,O 5’ bei 60° 
dann bei 0° 


Phenolschicht 
+4 Vol. Methanol + 1/199 Vol. mit 
CH,- CO,Na gesitt. Methanol 


Niederschlag 
24 Stdn. mit Ather extrahiert 


E 6 III vorwiegend— 


spinocaudal 


Tab. 1. Aus Embryonalextrakt durch Phenolextraktion gewonnene Fraktionen 
(s. Schema 1). 





positiv | Gré8ed. Indukt. | Induz. Kérperabschnitte | Induzierte Organe 


unbe- 


Vorder- EB 
stimm- 


. 0 . Ba 
Zahl| % | groB |mittel| klein kopf 


Rumpf- 
Schwinze 





E 6 III, T* 22| 71 
E 6 IV, T 16 | 67 7 9 


bo 

















* Mit T bezeichnete Fraktionen wurden an Keimen von Triton alpestris ausgetestet. 


Die Phenolschicht enthielt teilweise denaturierte Proteine, welche 
eine gute, vorwiegend spinocaudale Induktionswirkung zeigten (E 6 ITI, 
Tab. 1). 

Zwischen Phenolschicht und waBriger Schicht schied sich ein un- 
léslicher Riickstand ab, welcher hauptsichlich aus denaturierten Pro- 
teinen bestand. Der regionale Charakter der durch diese Fraktion (E 6 
IV, Tab. 1) hervorgerufenen Induktionen war nicht einheitlich. Neben 
Augen entstanden auch Schwinze. 


35 QO. Westphal, O. Liideritz u. F. Bister, Z. Naturforsch. 7a, 148 [1952]. 
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Die waBrige (obere) Schicht enthielt vor allem Nucleinséiuren und 
Polysaccharide. Uber die weitere Reinigung der Nucleinsiiuren wird in 
einer anderen Arbeit berichtet. Sie waren im Test nur wenig wirksam. 

Die aus der Phenolschicht gewonnene Fraktion, welche sicher eine 
Vielzahl von Proteinen enthielt, wurde papierchromatographisch ge- 
priift. Als Lésungsmittelsysteme dienten Mischungen von Phenol®@, 
Butanol, Athanol, Eisessig, 0,1-n. NaOH und Wasser. Es konnte jedoch 
in keinem Falle eine Auftrennung erreicht werden. 


2. Fraktionierung durch hochtouriges Zentrifugieren 


Um eine Trennung von Stoffen mit verschiedener Induktions- 
wirkung herbeizufiihren, wurde das Homogenat fraktioniert. Da bisher 
aus Embryonalextrakt gewonnene Fraktionen noch nie auf ihre Induk- 
tionswirkung untersucht worden waren, muBten erst verschiedene Ver- 
fahren erprobt werden, um zu einer wirksamen Methode zu kommen. 


a) Durch Ammoniumsulfatfallung aus dem Uberstand 
gewonnene Fraktionen 


Das Homogenat wurde zunachst hochtourig zentrifugiert (20’ 
25000 x g; 0°— + 10°). Der Riickstand enthielt neben Zelltriimmern 
hauptsachlich Zellkerne und Mitochondrien, wahrend ein groBer Teil 
der kleinen Granula (Mikrosomen) in der schwach opalisierenden rét- 
lichen Losung verblieb. — Die in der Lésung enthaltenen Proteine 
wurden durch Ammoniumsulfatfallungen fraktioniert. Dabei wurden 
gleichzeitig niedrigmolekulare Stoffe abgetrennt. Die experimentellen 
Einzelheiten sowie die weitere Aufarbeitung der nach Ammoniumsulfat- 
fillung erhaltenen Fraktionen gehen aus Schema 2 hervor. 


Am wirksamsten waren die bei Halbsattigung ausgefillten Frak- 
tionen (E 8 I*, ES III, E101, Tab. 2). Es traten archencephale Diffe- 
renzierungen auf. Die weitere Aufarbeitung zeigte jedoch, daB diese 
Fraktionen neben archencephalen auch spinocaudale Induktionsstoffe 
enthielten (s. Schema 2). 

Kine Trennung von archencephaler und spinocaudaler Wirkung 
konnte erreicht werden, wenn der durch Halbsiattigung mit Ammonium- 
sulfat entstandene Niederschlag und die iiberstehende Lésung mit 
Phenol extrahiert wurden. Die Ammoniumsulfatfallung erwies sich nach 


%4 Uber die Verwendung von Phenol bei der Papierchromatographie von 
Proteinen s. auch W. GraBmann u. G. Deffner, diese Z. 298, 89 [1953]. 

* Hine in der gleichen Weise hergestellte Substanz wurde an T'riton taeniatus 
ausgetestet, wahrend die anderen Versuche an Axolotl-Keimen vorgenommen 
worden waren. Sie induzierte hauptsichlich spinocaudal. Ob das unterschiedliche 
Ergebnis auf einem verschiedenen Reaktionsvermégen der beiden Tierarten beruht, 
ist nicht sicher, da die beiden Substanzen aus verschiedenen Aufarbeitungen 
stammten und noch nicht eine und dieselbe Substanz an verschiedenen Tierarten 
ausprobiert wurde. 
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Tab. 2. Embryonalextrakt, hochtourig zentrifugiert und mit Ammoniumsulfat 
fraktioniert (s. Schema 2). 








3 positiv | GréBed. Indukt. | Induz. Kérperabschnitte Induzierte Organe 
Sea “ws unbe a a a 8 
P = a 
$2 |zani| % | gros | mittel| kein |¥O" | EE |stimm-| & | 3 | Z| # 
2 kopf sa S = s 
Bap bar < 4 e 3 
Es ‘Jj 
fe 8 IIT A* 9 7|78] 6 1 - 6 — 1 5 | — 3], -— 
ESI A 9 6/67] 4 1 1 2 a 4 _ _ 6 
E10L A 9 6| 67] 3 2 4 — 2 3 2]—- _ 
E261 A 
Ro7I OA 36 |16)44] 3 8 5 — 14 2 — os _ 13 
£2611 A 
Ro7IL A 38 |17)45] 1 1 16 13 — 4 10 5 | -— i 
E15 VI A | 22 |19]86] 4 4/11 10 _ 9 9 2 15 | — 
E10 A 22 9) 41] 6 2 1 7 — 2 6 4|]— _ 









































* Mit A bezeichnete Fraktionen wurden an Keimen von Axolotl ausgetestet. 


der Phenolextraktion als ein wirksamer spinocaudaler Induktor (E 26 I, 
E 27 I, Tab. 2). Die aus der iiberstehenden Lésung gewonnene Fraktion 
anderte ihre Wirksamkeit nicht, induzierte also archencephal (E 26 II, 
E 27I1I, E15 VI, Tab. 2). Die mit diesen Fraktionen erzielten Induk- 
tionen zeigt Tab. 2. 


b) Aus dem Uberstand durch Saure- und Alkoholfallung 
gewonnene Fraktionen 


Um die in der hochtourig zentrifugierten Lésung enthaltenen Nu- 
cleoproteide anzureichern, wurde diese mit 2-n. Essigsiure bis py 4,3 an- 
gesiuert (0°). Der Niederschlag erwies sich als mittelstarker Induktor 
nicht einheitlicher regionaler Spezifitat (E 14 V, E 28 III, Tab. 3). Nach 
dem Wiederauflésen der Nucleoproteidfallung bei py 6,6 und Extrak- 
tion der Lésung mit Phenol induzierte die aus der Phenolphase gewon- 
nene Fraktion spinocaudal (E 19 I). 

Spinocaudaler und archencephaler Induktionsstoff wurden in der 
Fraktion, welche die Hauptmenge der Nucleoproteide enthielt (py 4,3, 
Niederschlag), nicht vollstandig gefillt. Aus dem Uberstand wurden 
durch Alkoholfallungen wirksame Substanzen gewonnen. Den Aufar- 
beitungsgang zeigt Schema 3, Zahl und Art der mit diesen Fraktionen 
erhaltenen Induktionen Tab. 3. Aus der iiberstehenden Losung der 
Alkoholfallung (Alkohol-Konzentration 50°) wurden 1. durch Zugabe 
von Trichloressigsiure (5° Endkonz.), 2.durch 10 Min. langes Er- 
hitzen auf 90° zwei Fraktionen erhalten. Die mit Trichloressigsiure ge- 
faillten (E 39 VI, E 40 III, Tab. 5) induzierten vorwiegend spinocaudal, 
die bei 90° gefallten (E 40 II, Tab. 3) vorwiegend archencephal, Die 
weitere Aufarbeitung ist in Schema 3 enthalten. 

Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 306 
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Die Erzeugung von Induktionen durch diese Fraktionen ist trotz 
der relativ schwachen Wirksamkeit doch von Interesse, da sie nach dem 
Fallen der Nucleoproteide aus der Lésung gewonnen wurden. Sie liegen 
also offenbar in einer nicht an Nucleinsiure gebundenen Form vor. 
Ob die mit den Nucleoproteiden ausgefillten Hauptanteile der Induk- 
toren an Nucleinséure gebunden oder nur an die Nucleoproteidfraktion 
adsorbiert sind, kann noch nicht entschieden werden. 


c) Weitere Aufarbeitung des hochtourig 
abzentrifugierten Riickstandes (Schema 4) 


Der aus dem Homogenat abzentrifugierte Niederschlag, auf der 
Zentrifuge mehrmals mit Wasser gewaschen (5000 U/Min.), induzierte 
archencephal (Fraktionen E 28 I, E 28 II, Tab. 4). In einer weiteren Ver- 
suchsreihe wurde der hochtourig abzentrifugierte Riickstand im 10- 
fachen Volumen 1-n.NaCl aufgenommen. Ein Teil des Niederschlages 
ging in Lésung. Die viskose Lésung, welche unter anderem Desoxyri- 
bonucleoproteide enthielt, wurde in der schon mehrfach beschriebenen 
Weise (s. Schema 1) mit Phenol extrahiert. Es bildete sich ein gréBerer 
unléslicher: Niederschlag. Ein kleinerer Teil der Proteine ging jedoch in 
das Phenol, aus dem sie in iiblicher Weise isoliert werden konnten. Diese 
Fraktion war ebenso wirksam wie der unbehandelte Riickstand und in- 
duzierte ebenfalls vorwiegend archencephal. AuBerdem entstanden von 
auBen nicht naher bestimmbare Hécker mit Melanophoren. Zwei In- 
duktionen wiesen ein Labyrinth auf, einer eine sek. Extremitat (E 40 
IV a, E40 IV b, Tab. 4, Abb. 2). 


Schema 4. Aus dem hochtourig abzentrifigurierten Riickstand 
gewonnene Fraktionen. 


Hochtourig zentrifug. Riickst. (s. Schema 2), mehrmals mit H,O gewaschen 


[ Ke8T*, B28 1I* 
} eres archencephal 
i oa pe ie 
+ 10faches Vol. 1-n. NaCl + H,80,, py 2 
60 Stdn. bei 0° unter Rihren 
eo [—~ aia ae | 
Riickstand Lésung Lésung, 24 Stdn. bei 0° dialysiert, Riickstand 


gefriergetrocknet 


Phenolextraktion (s. Schema 1) 





ie 
' E 41 II 


Phenolschicbt + % Vol. Wasser E41 Illa 
’ bei H H 
nur schwach wirksam nicht einheitlich i 


60° 





Phenolschicht + Methanol 


Serr s hare dl 
} E 40 IV a, EF 40 IV b (Abb. 2) 

* vorwiagend archencephal | 

* Vor d. Austesten 5’ auf 90° erhitzt. 
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Kin Teil der im hochtourig abzentrifugierten Rickstand enthal- 
tenen Proteine konnte durch verd. Schwefelsiure extrahiert werden. Die 
aus der Lésung gewonnene Fraktion war aber nur sehr schwach wirksam 
(E 41 III a, 11% positive Falle). Der Riickstand (E 41 II, Tab. 4) hatte 
nicht an Wirksamkeit verloren. Die hervorgerufenen Induktionen waren 
nicht einheitlich*. 


d) Anreicherung der deuterencephal-spinocaudalen Induk- 
tionsstoffe 


Nach den bei der bisherigen Aufarbeitung gemachten Erfahrungen 
wurde fiir die deuterencephal-spinocaudalen Faktoren ein Anreiche- 
rungsverfahren ausgearbeitet. 

1. Schritt. Extraktion und hochtouriges Zentrifugieren: Neunzig 
9Tage alte Hithnerembryonen (etwa 130 ccm) wurden mit 14 Vol. 0,9-proz. NaCl-Lésg. 
3Min.im Multimix homogenisiert (pH ~ 6,7) und 15 Min. zentrifugiert (10000 x g). 
Der Riickstand (etwa 30 ccm) wurde mit dem gleichen Volumen dest. Wassers homo- 
genisiert, zentrifugiert und der Riickstand noch einmal in der gleichen Weise be- 
handelt. Die vereinigten Lésungen (etwa 170 ccm) wurden 20 Min. zentrifugiert 
(25 000 x g). 

2. Schritt. Fallung mit Essigsaiure und Alkohol: Die Lésung wurde mit 
2-n. Essigsiure auf px 4,6 eingestellt, 4 Stde. stehen gelassen, zentrifugiert und 
der Uberstand aufgehoben. Der einmal mit Acetatpuffer gewaschene Riickstand 
wurde in 140 ccm Wasser aufgenommen, durch tropfenweise Zugabe von n/10- 
NaOH bei pH 6,6—6,8 gelést und die triibe Lésung zentrifugiert (5—10 Min. 
25000 x g). Der nur wenig wirksame Riickstand wurde 1 x mit Wasser gewaschen, 
das Waschwasser zum Uberstand hinzugefiigt (Lésg. I). 

Zu dem Uberstand der Essigsiurefallung wurde langsam das gleiche Vol. 
Alkohol zugegeben. Der Niederschlag wurde mit Alkohol-Acetatpuffer (1:1) ge- 
waschen, in 25 com Wasser suspendiert und ebenfalls bei py 6,6—6,8 gelést (Lésg.II). 

3. Schritt. Ammoniumsulfatfallung: Beide Lésungen (I und IT) wurden 
vereinigt, das gleiche Volumen gesatt. (NH,),.SO,-Lésung zugegeben und einige 
Stdn. spater zentrifugiert (Schritt 1—3 bei 0°— + 5°). 

4.Schritt. Phenolextraktion: Der mit 50-proz. Ammoniumsulfatlésung 
gewaschene Niederschlag wurde in 90 ccm Wasser aufgenommen und mit dem 
gleichen Vol. 90-proz. Phenol (dest.) 15 Min. bei 60° extrahiert. Proteinlésung und 
Phenol wurden vor dem Zusammengeben auf etwa 50° vorgewirmt. Die Suspen- 
sion wurde unter starkem Riihren im Eisbad gekiihlt und dann zentrifugiert 
(25000 x g). Die obere waBr. Schicht und die Zwischenschicht wurden abgesaugt 
und verworfen, die Phenolschicht nochmals mit 4% Vol. Wasser 5 Min. bei 60° ex- 
trahiert, gekiihlt (Eisbad) und zentrifugiert (5000 Touren). Der Phenolextrakt 
wurde in das 4-fache Volumen Methanol gegossen, das 1/,,, Vol. gesattigte metha- 
nol. Natriumacetatlésung enthielt. Es bildete sich eine flockige Fallung, die zur 
Vervollstandigung 10 Min. bei 0° stehen blieb. 

5. Schritt. Isoelektrische Fallung: Die Fallung wurde abzentrifugiert 
1 x mit Methanol, 3 x mit Aceton und 1 x mit kaltem Wasser gewaschen. Der 
Riickstand, der wahrend des Waschens nicht trocken werden darf, wurde in 9 ccm 
Wasser suspendiert, dann 4 Tropfen 2-n. HCl zugegeben (pH ~ 2,5). Der gréBte 


* Anm. b. d. Korr.: Aus dem hochtourig abzentrifugierten und mit 
0,9-proz. Null-Lésung mehrmals gewaschenen Riickstand konnten wir mit alka- 
lischem Pyrophosphatpuffer oder mit Ca(OH),-Lésung sehr wirksame Induktions- 
stoffe extrahieren. Diese riefen in 80—100%, der Falle groBe Hinterkopfinduk- 
tionen mit zahlreichen Gehérblasen hervor, welche zum Teil in einen Rumpf- 
Schwanzfortsatz ausliefen. 


¢ 








22 Heinz Tiedemann und Hildegard Tiedemann, Bd. 306 (1956) 


Teil des Niederschlages ging in Lisung, ein geringer Riickstand wurde abzentri- 
fugiert (25000 x g). Zu der klaren Lésung wurde vorsichtig 2-n. NaQH bis py 
5,7—6,0, dann 9ccm kalter Alkohol hinzugefiigt. Die feinflockige Fallung wurde mit 
Alkohol gewaschen, in Wasser suspendiert und in gefrorenem Zustand getrocknet. 
In 0,1-n. Acetatpuffer blieb bei px 3,7 ein gelber Riickstand ungelést, der hoch- 
tourig abzentrifugiert wurde. Er war nur wenig wirksam. Aus der farblosen klaren 
Lésung konnte die Substanz bei py 5,7 bis 6,0 wieder ausgefallt werden. Ausb. 
25—35 mg. 

Die nach der beschriebenen Methode gewonnene Fraktion induzierte sehr 
stark spinocaudal, auBerdem auch deuterencephal, wie das Auftreten von Ohr- 
blasen zeigte. Das Verfahren wurde mehrmals wiederholt und fiihrte immer zum 
gleichen Ergebnis (E 40 I, E 53, Tab. 5; Abb. 3 und 4). Versuche zur weiteren Reini- 
gung der Substanz sind im Gange. 


Tab. 5. Durch Anreicherung der deuterencephal-spinocaudalen Induktionsstoffe 
gewonnene Fraktionen. 





positiv GréBe d. Indukt. | Induz. Kérperabschnitte | Induzierte Organe 


Vorder prac 
Zahl| % | groB |mittel| klein kopf E stimm- 


Extrem 
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19 | 14] 74] 13 
24 117/71] 13 
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3. Andere Verfahren zur Gewinnung von Induktionsstoffen 


AuBer den bisher beschriebenen Methoden wurden noch andere Verfahren zur | 


Trennung und Anreicherung der Induktionsstoffe erprobt. Da sie sich als weniger 
wirksam als die bisher beschriebenen erwiesen, die erhaltenen Stoffe sich oft nur 
schwer weiter verarbeiten lieBen und die Ergebnisse zum Teil schlechter reprodu- 
zierbar waren, sollen sie nur kurz besprochen werden. 


a) Extraktion mit Pyridin: Eine teilweise Trennung von archencephaler | 


und spinocaudaler Wirkung konnte durch Extraktion mit Pyridin erreicht werden. 


10 ccm Homogenat und 20 ccm 50-proz. Pyridin {destilliert) blieben unter gelegentlichem Um- 
riihren 12 Stdn.bei 0° stehen. Der hochtourig abzentrifugierte Riickstand wurde mit 33-proz. Pyridin, 
Wasser, Ather und Alkohol gewaschen. Die iiberstehende Lésung wurde 16 Stdn. bei 0° gegen dest. 
Wasser dialysiert, um das Pyridin zu entfernen. Dabei bildet sich in dem Cellophanschlauch ein in 
Wasser nicht léslicher Niederschlag, der mit Wasser und Alkohol gewaschen wurde. 

Die in 33-proz. Pyridin lésliche Fraktion induzierte in etwa 20% der Faille vor- 
wiegend Schwanze, wahrend der Riickstand sich als ein guter archencephaler In- 
duktor erwies (52% positive Falle, 5 x Auge). 


b) Extraktion mit salzsaurem Aceton: In einer anderen Versuchsreihe | 


wurden Homogenat oder in gefrorenem Zustand getrockneter Embryonalextrakt 
verschieden lange mit salzsaurem Aceton extrahiert (Acetonkonzentration 50°%,, 
HCl-Konzentration 3,6%). Die aus dem Extrakt durch Zugabe von Aceton ge- 
fallte Fraktion war nicht sehr wirksam und erwies sich auBerdem als etwas toxisch. 
Bei 13 auswertbaren operierten Keimen entstanden 5 x pigmentierte Hocker, 
1 X eine gréBere Kopfinduktion mit Nase. 

c) Erhitzen von Nucleoproteiden mit Trichloressigsaure oder Per- 
aac ae spaltet die Nucleinsiuren unter Denaturierung der Proteine 
abs, 

Embryonalextrakt wurde mit 5-proz. Trichloressigsiure gefallt. Der Nieder- 
schlag wurde dann 30 Min. mit 5-proz. Trichloressigsiure auf 90° erhitzt, zentri- 


36 W.C. Schneider, J. biol. Chemistry 161, 293 [1945]; G. Schramm u. 
G. Braunitzer, Z. Naturforsch. 8b, 61 [1953]. 
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fugiert und die Fallung mit 5-proz. Trichloressigsiure, Wasser, Aceton, Ather und 
Alkohol gewaschen. Haufigkeit und regionaler Charakter der Induktionen wech- 
selten bei verschiedenen Versuchsreihen stark. Von insgesamt 58 operierten Keimen 
wiesen 18 Induktionen auf. Es bildeten sich Schwanze, Balancer und ein Képfchen 
mit Augen. 

d) Verwendung von Detergents: Durch Detergents kann die Nuclein- 
saure ebenfalls aus Nucleoproteiden abgespalten werden*’. Gegeniiber dem unbe- 
handelten Embryonalextrakt hat die Wirksamkeit dieser Fraktion abgenommen, 
nur 20% der Falle waren positiv. Detergents wirken auf Proteine nicht nur denatu- 
rierend, sondern durch Reaktion mit den Seitengruppen der Proteine auch ver- 
netzend*®, Vielleicht ist der Wirkungsverlust hierauf zuriickzufiihren. 


Hochtourig zentrifugiertem Embryonalextrakt, der 1-m. an NaCl war, setzten wir 2-proz. 
Laurylsulfatlésung zu, bis die Konzentration an Detergent 0,59% war. Die Lésung wurde dann 
10 Min. auf 65° erhitzt und sofort zentrifugiert. Der Riickstand wurde in 10-proz. NaCl Lésung auf- 
genommen, auf py 7,2 eingestellt und 10 Min. auf 90° erhitzt. Der abgetrennte zihe, faserige Nieder- 


schlag wurde mit Wasser und Alkohol gewaschen. 

e) Wirksamkeit von Lipoiden und Proteolipoiden: Aus Hiihnerem- 
bryonen isolierte Lipoide und Proteolipoide waren véllig unwirksam. Nach der 
Methode von Folch*® wurden die in Wasser unlislichen Proteolipoide mit Chloro- 
form-Methanol(2: 1)-Mischungen bei 65—70° aus gefriergetrockneten Embryonen 
extrahiert. Die Protein-Lipoidbindung dieser Stoffe ist gegen kochendes Chloro- 
form-Methanol stabil®®. 

f) Kontrollversuche: Um zu priifen, ob die bei der Reinigung des spino- 
caudalen Faktors angewendeten Methoden unwirksames Eiwei8 in wirksames ver- 
wandeln kénnen, oder ob evtl. nicht entfernte, den Substanzen noch anhaftende 
geringe Lésungsmittelreste von Bedeutung sein kénnten, wurden mit 3 x umkrist. 
Eialbumin?®, das nicht induziert, Kontrollversuche unternommen. Das Eialbumin 
wurde in Wasser gelést und ebenso wie der Embryonalextrakt mit Phenol extra- 
hiert. Das aus dem Phenol ausgefallte Albumin induzierte nicht. 


Chemisches Verhalten der Induktionsstoffe 


Wirkungsverlust durch Oxydation 


Die durch Phenolextraktion aus hochtourig zentrifugiertem Embryonal- 
extrakt gewonnene Proteinfraktion kann ohne Wirkungsverlust in 98-proz. Amei- 
sensiure gelést und durch Neutralisieren wieder ausgefallt werden. Dabei werden 
phosphorhaltige Verunreinigungen, darunter auch Nucleinsaure, abgetrennt. 

Folgende Versuchsbedingungen wurden eingehalten: 300 mg Substanz wurden 
im Glashomogenisator vorsichtig in 24 cem 98-proz. Ameisensaure gelést. Dabei war 
darauf zu achten, daB nicht durch zu schnelles Drehen des Homogenisatorstempels 
Luft in die Ameisensiure gebracht wurde, da dann unwirksame Proteine aus- 
fielen. — Falls ein geringer Riickstand blieb, wurde er abzentrifugiert. Zu der Lé- 
sung lie8 man bei 0° langsam unter sténdigem Riihren 2-n. NaOH bis py 5,8—6,0 
zutropfen. Hierbei soll die Temperatur nicht iiber 10° steigen. Der entstandene 
Niederschlag wurde 2mal mit kaltem Wasser gewaschen, in 5 ccm dest. Wasser sus- 
pendiert und 10 Stdn. in Cellophanschliuchen bei 0° dialysiert, um noch anhaf- 
tende Reste von Natriumformiat zu entfernen. 


Die aus der Ameisensiure gefallten Proteine sind bei py 3,0 zum 
Teil léslich, bei pg 6,0 in Wasser ziemlich schwer léslich. Durch wieder- 
holtes Auswaschen (~ 10 x) mit dem 3—5fachen Volumen dest. 
Wassers von 25—30° wurde etwa die Halfte der bei py 6,0 ausgefallten 


37 A. §. Jones u. G. E. Marsh, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 14, 
589 [1954]; V. L. Meyers u. 8S. Spizizen, J. biol. Chemistry 210, 877 [1954]. 

38 F, W. Putnam, Advances Protein Chemistry 4, 79 [1948]. 

39 J. Folch u. M. Lees, J. biol. Chemistry 191, 807 [1951]. 

40 H. Cole, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 80, 1162 [1933]. 
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Proteine gelést. Die gelésten und durch Gefriertrocknung wiederge- 
wonnenen Proteine enthielten die gesamte Wirksamkeit. Der Riick- 
stand war unwirksam. 

Die Lésung des spinocaudalen Induktionsstoffes in Ameisensaure 
wurde mit 1/,, Vol. 30-proz. Wasserstoffperoxyd versetzt, 10 Min. bei 
20° stehen gelassen und dann neutralisiert. Beim Austesten zeigte sich 
(Tab. 6), daB die Wirksamkeit durch Behandlung mit Perameisensiure 
fast vollstindig zerstért worden war (E 17 II und E7 IV). In Kontroll- 
versuchen ohne Zugabe von Wasserstoffperoxyd zur Ameisensiure 
blieb die Wirksamkeit dagegen erhalten (E 7 III; E17 VII; E431; 
E 17 1). 

Bei einem Versuch blieb die Ameisensiure-Wasserstoffperoxyd- 
lésung 1 Stde. bei Raumtemperatur stehen. Dann wurde eine durch 
Phenolextraktion aus zentrifugiertem, aber sonst nicht weiter. fraktio- 
niertem Embryonalextrakt gewonnene, spinocaudal induzierende Frak- 
tion (s. Abschnitt IV, 1) in der Perameisensiure gelést. Die spino- 
caudale Induktionswirkung ging wie bei den anderen Versuchen voll- 
stiindig verloren. Dagegen wurde der in der Fraktion ebenfalls vorhan- 
dene archencephale Induktor (s. Schema 2 u. 3) nicht oder jedenfalls 
nicht vollstaéndig inaktiviert, wie die Ausbildung von Augenfragmenten 
zeigte (E 70,"Tab. 6). 


Tab. 6. Spinocaudal induzierende Fraktionen nach Behandlung mit Ameisensaure 
oder Ameisensiure + H,O,. 
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* Die Ausbildung eines Auges ist darauf zuriickzufiihren, daB diese Fraktion vor der Phenol- 
extraktion nicht weiter gereinigt wurde, also sicher noch eine archencephale Komponente enthielt. 


Durch Perameisensiure werden Cystin, Methionin und Tryptophan als freie 
Aminosauren oder gebunden in Proteinen oxydiert. Aus Cystin entsteht Cystein- 
siure*!, Proteine kénnen durch Aufspaltung von S-S-Briicken in kleinere Bruch- 
stiicke zerlegt werden*?. Welche dieser Reaktionen fiir den Wirkungsverlust des 
spinocaudalen Induktionsstoffes maBgebend ist, wird sich erst dann entscheiden 
lassen, wenn dessen Struktur bekannt ist. 








41 D. Toennies u. R. P. Homiller, J. Am. chem. Soc. 64 II, 3054 [1942]. 
42 F. Sanger, Biochem. J. 44, 126 [1949]. 
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2. Verhalten gegen Thioglykolsaiure 


AuBer in Ameisenséure lassen sich die durch Phenol extrahierten 
Substanzen auch in 80-proz. Thioglykolsaiure lésen und durch Neutra- 
lisieren wieder ausfallen. Dabei geht die spinocaudale Wirkung jedoch 
vollig verloren. Die vorher rein spinocaudal induzierenden Stoffe 
hatten jetzt eine archencephale Wirkung (Augen und Balancer). AuBer- 
dem entstanden in einigen Fallen Hocker mit Melanophoren, die auBer- 
lich nicht néher bestimmbar waren. Ob dieser Wechsel in der regionalen 
Spezifitat durch eine Verunreinigung der spinocaudal induzierenden 
Fraktion mit einem archencephalen Induktionsstoff oder durch eine 
,, Umwandlung‘“ des spinocaudalen Faktors in einen archencephal indu- 
zierenden Stoff bedingt ist, kann erst nach der weiteren Reinigung der 
Fraktionen entschieden werden, zumal in 2 Versuchen die prozentuale 
Haufigkeit der archencephalen Induktionen sehr verschieden war (18°, 
und 63°). Die spinocaudale Induktionswirkung ging auch dann ver- 
loren, wenn eine spinocaudal induzierende Fraktion 60 Min. bei Zimmer- 
temperatur mit einer 0,2-m. Lésung von thioglykolsaurem Natrium bei 
pu 7,4 inkubiert wurde. 

Durch Versuche von Goddard und Michaelis sowie von Haurowitz und 
Kennedy ist bekannt, daB die S-S-Bindungen in Proteinen durch thioglykol- 
saures Natrium reduziert werden**. Die antidiuretische Aktivitét von Vasopressin, 
welches ebenfalls eine Disulfidbindung im Molekiil enthalt, wurde durch Behand- 
lung mit thioglykolsaurem Natrium in Versuchen am Hund verringert‘**. Ob die 
Inaktivierung des spinocaudalen Induktors ebenfalls durch die reduzierende 
le der Thioglykolsaéure verursacht wird, mu8 in weiteren Versuchen geklart 
werden. 


3. Empfindlichkeit gegen Alkali 


Die Wirksamkeit des gegen Siuren sehr bestandigen spinocaudalen 
Faktors wird durch Alkalibehandlung geschwicht. 

Durch Ameisenséurebehandlung gereinigte Substanz lést sich in 
n/50-NaOH bis auf einen geringen, inaktiven Riickstand. Wird die Lésung 
mit n/10-HCl auf px 5,7 gebracht, so hat das wieder ausgefallene Protein 
nicht an spinocaudaler Wirksamkeit verloren. Die Induktionswirkung 
wird jedoch vermindert, wenn die Lésung vor dem Neutralisieren 
langere Zeit bei px 8,5—9,0 stehen bleibt. Nach 3stdg. Aufbewahren bei 
pu 10—11 traten unter 22 Fallen nur ein kleiner schwanzchenartiger 
Fortsatz auf und 12 x mittelgroBe und kleine Hocker mit Melanophoren. 


4. Pepsinhydrolyse 


Hochtourig zentrifugierter Embryonalextrakt und eine aus diesem 
durch Extraktion mit Phenol und Behandeln mit Ameisensiure ge- 
wonnene spinocaudal induzierende Fraktion (s. S. 23) wurde bei px 3 





48 F. Haurowitz u. M. Kennedy, Federation Proc. 11, 227 [1952]; 
D.R. Goddard u. L. Michaelis, J. biol. Chemistry 106, 605 [1934]. 

44 E. P. Ralli, L. G. Raisz, 8S. H. Leslie, M. E. Dumm, B. Laken, Amer. 
J. Physiol. 168, 141 [1950]. 
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Tab. 7. Pepsinhydrolyse von Embryonalextrakt 
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mit Pepsin inkubiert (Temperatur 30°). AnschlieBend wurde mit n/10- 
NaOH pu 6,6—6,8 eingestellt, in der mehrfach beschriebenen Weise 
mit Phenol bei 60° extrahiert und mit dem 4—5 fachen Volumen Alko- 
hol-Ather (1:1) gefallt (Fraktionen E 22 II, E 37 II, E39, E25 IV). Zu 
den sonst in gleicher Weise behandelten Kontrollen wurde krist. Pepsin 
erst zusammen mit dem Phenol hinzugefiigt (Fraktionen E 22 I, E 37 III, 
E 371, E 25 III). Es enthielten also alle ausgetesteten Substanzen ent- 
sprechende Mengen Pepsin. Nur so kann ausgeschlossen werden, dab 
Unterschiede in der Wirksamkeit nicht nur die Folge einer verainderten 
Reaktionsfahigkeit des Ectoderms sind, welche das Pepsin verursacht 
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und aus diesem gewonnenen Fraktionen. 
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haben kénnte. Pepsinmenge und Inkubationsdauer sind in Tab. 7 ange- 
geben. In einer anderen Versuchsreihe (Fraktion E 38 I und E 38 II) 
wurde nach dem Neutralisieren nicht mit Phenol extrahiert, sondern 
20 Min. auf 100° erhitzt, 3 Vol. Alkohol zugegeben und der abzentrifu- 
gierte Niederschlag getestet. Tab. 7 enthalt die Ergebnisse. AuBerdem 
ist die jeweilige Pepsinmenge mit Bebriitungsdauer angegeben. 

Nach Behandlung mit Pepsin ist die spinocaudale Induktions- 
fahigkeit vollstiindig erloschen. Bei den Kontrollversuchen war die 
Haufigkeit der spinocaudalen Induktionen etwas geringer als bei ent- 
sprechenden Fraktionen, die kein Pepsin enthielten. Doch entstanden 
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bei den Kontrollen groBe und gut ausgebildete Rumpf-Schwanz- 
induktionen. 

Kine archencephale Wirkung, welche auch bei den Kontrollen 
ziemlich schwach hervortrat, blieb im Gegensatz zur spinocaudalen 
Wirksamkeit erhalten. Uber das Verhalten der deuterencephalen Induk- 
tionen bei der Pepsinhydrolyse kénnen noch keine Angaben gemacht 
werden. 

In einer weiteren Versuchsreihe wurde dialysiertes Homogenat aus 
9 Tage alten Hiihnerembryonen mit Pepsin hydrolysiert, anschlieBend 
das gleiche Volumen 10-proz. Trichloressigsiure zugefiigt und zentri- 
fugiert. Aus dem Uberstand wurden nach Entfernung der Trichloressig- 
siure mit Ather und Zugabe von »/10-NaOH bis pa 6,8 die bei der 
Pepsinhydrolyse entstandenen niedrigmolekularen Peptide isoliert. Sie 
waren nur sehr schwach wirksam (Frakt. E321, Tab. 7), dagegen 
induzierte der mit Trichloressigsiure gefillte Niederschlag in 75°% der 
Fille (Frakt. E 31 I, Tab. 7). Es entstanden meist Hocker mit Melano- 
phoren, in einem Falle aber auch ein Auge; Riimpfe und Schwinze 
wurden in keinem Fall gebildet. Dagegen induzierte eine nicht mit 
Pepsin behandelte Trichloressigséurefillung haiufig spinocaudal (E 51, 
Tab. 7). 

Zur Kontrolle wurde Pepsin erhitzt oder mit Phenol behandelt und 
dann implantiert. Es induzierte nicht. 


5. Analytische Daten 


Der Phosphorgehalt der spinocaudal-deuterencephal induzie- 
renden Fraktion betraigt nach dem Lésen in Ameisensdéure, Wieder- 
ausfallen und Dialysieren 0,02—0,03°,, P. Eine durch Phenolextraktion 
gewonnene Fraktion enthielt 0,13—0,14°, P, wahrend die aus dem 
hochtourig abzentrifugierten Riickstand durch Lésen in 1-n. NaCl und 
Phenolextraktion gewonnene archencephal induzierende Substanz etwa 
0,3% P enthielt. 

Der Kohlenhydratgehalt der gereinigten deuterencephal-spino- 
caudalen Stoffe betraigt etwa 1°. 

Elementaranalyse der spinocaudal-deuterencephal induzieren- 
den Fraktion (°): 

C 50,58 H 7,38 N 16,11 S 1,36 Riickstand 0,89 


Nach Behandlung mit Ameisensiure: 
C 51,30 H 6,99 N 15,60 Riickstand 2,29 





Besprechung der Ergebnisse 


Aus einem Extrakt von 7—9 Tage alten Hiihnerembryonen, der 
ohne weitere Behandlung vorwiegend archencephal induziert, keonnten 
Fraktionen mit archencephaler und mit deuterencephal-spinocaudaler 
Wirkung gewonnen und der spinocaudale Induktionsstoff angereichert 
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werden. Ob die deuterencephale Induktionswirkung auf einen beson- 
deren Stoff zuriickzufiihren ist, ist noch nicht bekannt. Es soll nun be- 
sprochen werden, welche Méglichkeit einer chemischen Zuordnung dieser 
Stoffe sich aus den bisherigen Versuchen ergibt. 

Wie in der Einleitung schon erwahnt, sind nach J. Brachet fiir die 
Induktionswirkung vor allem Nucleinséuren maBgebend. S. Toivonen*® 
nimmt dagegen an, daB der archencephale und der deuterencephale 
Faktor Nucleinséuren oder deren Spaltprodukte sind, der spinocaudale 
Faktor dagegen ein labiles natives Protein ist, da er durch Erhitzen 
zerstort wird und gegen Protein denaturierende Behandlung allgemein 
empfindlicher als der archencephale Faktor sein soll. Diese Anschauung 
ist jedoch chemisch nicht geniigend fundiert. 

Interessante Ergebnisse, die kiirzlich von Yamada, Hayashi, 
Takata und Osawa‘ 47:48 verdffentlicht wurden, und unsere eigenen 
Ergebnisse sprechen dafiir, daB die im Embryonalextrakt sowie in Leber 
und Niere vorhandenen Induktionsstoffe Protein- oder Polypeptidstruk- 
tur haben, wahrend die Bedeutung der Ribonucleinsdure zweifelhaft 
wird. 

Yamada, Takata und Osawa‘ erhielten namlich bei der Priifung 
von Ribonucleinséure an Explantaten von T'riturus pyrrhogaster nega- 
tive Resultate, wenn der pu-Wert der Zuchtlésung 7,2 betrug. Bei 
pu 7,8 wurden neurale Strukturen induziert. Die Autoren fihren die 
Wirksamkeit bei dem hohen py-Wert auf eine ,,subcytolytische Wir- 
kung zuriick. 

Hayashi*’ entfernte aus Meerschweinchenniere- und Rattenleber- 
extrakten die Ribonucleinsiure mit Ribonuclease. Die danach getesteten 
Proteine (etwa 0,01°;, RNS-Phosphor) hatten weder die archencephale, 
noch die spinocaudale oder deuterencephale Wirksamkeit verloren, wie 
zu erwarten gewesen ware, wenn die Induktionswirkung durch Nuclein- 
siuren bewirkt wiirde. 

Bei unseren eigenen Versuchen war nach schonenden Methoden aus 
Embryonalextrakt dargestellte Ribonucleinséure, direkt implantiert 
oder in méglichst hoher Konzentration in Agar aufgenommen, ebenfalls 
nur sehr wenig wirksam. 

Bei der Anreicherung einer deuterencephal-spinocaudal induzie- 
renden Proteinfraktion konnten wir die Nucleinséuren durch Behand- 
lung mit Phenol bei 60° und mit 98-proz. Ameisensiure weitgehend ab- 
spalten. , 

Nimmt man an, da8 der gesamte noch vorhandene Phosphor 
Ribonucleinséiurephosphor ist, so ergibt sich eine Verunreinigung mit 
héchstens 0,25°,,—0,5°, Ribonucleinsiure. Da unsere aus Embryonal- 
extrakt hergestellte reine Ribonucleinsiure nur wenig wirksam war, ist 








45 §. Toivonen, Ann. Acad. Sci. fennicae, Ser. A 22, 1 [1954]. 
46 T. Ya mada, K. Takata u. S. Osawa, Embryologia 2, 123 [1955]. 
47 Y. Hayashi, Embryologia 2, 145 [1955]. 

48 'T. Yamada u. K. Takata, Exp. Cell. Res. suppl. 8, 402 [1955]. 
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nicht anzunehmen, da8 die Induktionswirkung der Proteinfraktion auf 
der geringen Verunreinigung mit Ribonucleinséure beruht. — Ob der 
Induktionsstoff selbst Phosphat enthalt, kann erst nach weiterer Reini- 
gung entschieden werden. 

Die enzymatischen Versuche sprechen ebenfalls dafiir, daB fiir die 
spinocaudale Induktionswirkung eine Protein- oder Polypeptidstruktur 
erforderlich ist. Wie im Versuchsteil gezeigt wurde, wird der spinocaudale 
Induktor durch Pepsin zerstért. Yamada und Takata*® fanden, da8 
Trypsin und Chymotrypsin den spinocaudalen Stoff ebenfalls inakti- 
vieren. Schon nach kurzdauernder Behandlung mit diesen beiden Fer- 
menten werden keine spinocaudalen (und deuterencephalen) Induktionen 
mehr gebildet. Der spinocaudale Stoff erwies sich bei der Behandlung 
mit Phenol und konz. Ameisensiure als recht stabil. Durch Phenol und 
Ameisensaure wird die Mehrzahl der Fermente inaktiviert, wahrend 
relativ niedrigmolekulare Proteine (z. B. Insulin) und Polypeptide (z. B. 
adrenocorticotropes Hormon, Vasopressin, Oxytocin) wirksam bleiben. 
Es ist also unwahrscheinlich, daB der im Embryonalextrakt vorhandene 
spinocaudale Induktionsstoff ein besonders labiles Protein darstellt. Da 
die Feinstruktur von Proteinen durch Phenol zerstért wird, ist diese fiir 
die Wirksamkeit der Induktionsstoffe, im Gegensatz zu der Mehrzahl 
der Fermente, offenbar nicht erforderlich. 

Es k6énnte sich bei dem induzierenden Faktor auch um ein Poly- 
peptid handeln, da Proteine und Polypeptide oft recht stabile Sym- 
plexe bilden. 

SchlieBlich wire es auch méglich, da fiir die Wirkung auBerdem 
noch eine Gruppe unbekannter Konstitution erforderlich ist, welche an 
ein Protein gebunden ist. — Zur endgiiltigen Beantwortung dieser Frage 


sind aber weitere Versuche, insbesondere auch iiber die fermentative | 


Inaktivierung der Induktionsstoffe erforderlich. 

Die Moglichkeit, daB der spinocaudale Induktionsstoff erst durch 
die Phenolbehandlung aus irgend einem unwirksamen Protein entsteht, 
konnte ausgeschlossen werden. 

Aus archencephal induzierenden Fraktionen konnten wir durch 
Extraktion ebenfalls die Hauptmenge an Ribonucleinsiure abspalten, 


ohne da& die Wirksamkeit vermindert wurde. Jedoch wurden die | 


archencephalen Induktionsstoffe noch nicht so weit gereinigt, wie die 
deuterencephal-spinocaudalen. Auferdem ist bei archencephalen In- 
duktionen stets zu bedenken, daB sie durch Schidigungen des Gewebes 


ausgelést werden kénnen (s. Einleitung). DaB die von uns erzielten | 
archencephalen Induktionen auf diesem Wege zustande kamen, ist zwar | 


nicht wahrscheinlich, aber noch nicht mit voller Sicherheit auszuschlieBen. 


Yamada und Takata*® fanden, dafs auch der archencephale | 
Faktor durch Trypsin und Chymotrypsin zerstért wird. Bei der Pepsin- © 
hydrolyse bleibt jedoch der archencephale Faktor mindestens teil- | 


weise erhalten. Er ist gegen Pepsin also resistenter als der spinocaudale 
Faktor (s. Seite 27). 
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Méglicherweise werden die wirksamen Stoffe erst durch Enzyme, 
die im reaktionsfihigen Ekto- und Mesoderm enthalten sind, aus den 
implantierten Stoffen freigesetzt. Diese Frage konnte aber experimentell 
noch nicht mit Sicherheit entschieden werden und soll deshalb nicht 
weiter erértert werden. 

Die Frage, ob eine Umwandlung des spinocaudalen Faktors in den 
archencephalen erfolgen kann oder ob beide Wirkungen durch vonein- 
ander unabhangige chemische Stoffe ausgelést werden, wurde vielfach 
diskutiert. Chuang halt ersteres fiir wahrscheinlich. Als Argument fiir 
die Umwandlungstheorie wurde angefiihrt, daB bei nicht einheitlichen 
induzierenden Substanzen die archencephale Wirkung nach Ausschalten 
der spinocaudalen Wirkung oft prozentual zunahm. Diese Zunahme 
der Wirksamkeit kann jedoch auch anders erklairt werden. — Welcher 
Art die hervorgerufenen Differenzierungen in einer Versuchsreihe 
sind, hangt wohl in erster Linie vom Mengenverhiltnis der verschiedenen 
Stoffe ab, vielleicht aber auch von dem Vorhandensein von Hemmstoffen 
fiir einen Induktionsfaktor. Sind zwei Stoffe in ausreichender Menge 
vorhanden, so kann in einer Versuchsreihe nach der Entfernung oder 
Zerst6rung des einen Stoffes die Wirkung des anderen prozentual starker 
hervortreten, ohne dafS eine Umwandlung des einen Stoffes in den 
anderen notig ware. 

Unsere Versuche zeigten, daB aus hauptsichlich archencephal indu- 
zierenden Fraktionen, die keinerlei spinocaudale Wirkung hatten, bei 
der weiteren Aufarbeitung unter Bedingungen, die den archencephalen 
Faktor nicht zerstdren, eine rein deuterencephal-spinocaudal wirkende 
Fraktion gewonnen werden konnte (E101, E 261, S. 16). Die Wirk- 
samkeit des spinocaudalen Stoffes war also zuerst in der sehr uneinheit- 
lichen Fraktion vollstaéndig unterdriickt. Andererseits konnte aus einer 
fast nur spinocaudal induzierenden Substanz eine wirksame archen- 
cephale Fraktion abgetrennt werden (E 6 IIT, E 26 II, 8.17). Aus der 
einheitlichen Wirkung einer Substanz darf man also nicht schlieBen, daB 
diese nur einen Induktionsstoff enthalt. Andere Stoffe kénnen in klei- 
nerer Menge ebenfalls vorhanden sein. Es ware auch méglich, daB Hemm- 
stoffe bestimmte Induktoren unwirksam machen. 


Die Arbeit wurde im Auftrag von Prof. 0. Mangold mit Unterstiitzung der 
Deutschen Forschungsgemeinschaft ausgefiihrt. Frau R. Lackschewitz 
danken wir fiir die verstandnisvolle Hilfe bei der Ausfiihrung der Versuche. 


Zusammenfassung 


Aus dem Homogenat 7—9 Tage alter Hiihnerembryonen wurden 
nach verschiedenen Verfahren Fraktionen hergestellt und deren Fahig- 
keit untersucht, bei Molchkeimen Vorderkopfinduktionen (archence- 
phale Wirkung) sowie Hinterkopf- und Rumpf-Schwanzinduktion 
(deuterencephale und spinocaudale Wirkung) zu erzeugen. 

Nach hochtourigem Zentrifugieren des Homogenates konnte aus der 
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Fraktion erhalten werden. Durch Fallen mit Ammoniumsulfat und 
Alkohol und bei verschiedenem pu wurden weitere archencephal oder 
spinocaudal wirksame Fraktionen gewonnen. 

Ein Verfahren zur Anreicherung einer spinocaudal-deuterencephal 
induzierenden Proteinfraktion wurde ausgearbeitet. 

Durch Extraktion mit Pyridin konnte eine teilweise Trennung von 
spinocaudaler und archencephaler Wirkung erreicht werden. 

Der spinocaudale Induktionsstoff ist ohne Wirkungsverlust in 
98-proz. Ameisensaure léslich. Durch Behandlung mit Perameisensiaure 
sowie Thioglykolsiure oder thioglykolsaurem Natrium geht die Induk- 
tionsfahigkeit verloren, ebenso bei liingerem Stehenlassen in alkalischer 
Losung. 

Die archencephale Induktionswirkung bleibt bei Behandlung mit 
Thioglykolsiure und Perameisensiure wenigstens teilweise erhalten. 

Hydrolyse mit krist. Pepsin inaktiviert den spinocaudalen Induk- 
tionsstoff, wihrend die archencephale Wirkung nur etwas abgeschwacht 
wird. 

Summary 


Fractions prepared by different methods from the homogenate of 
7—9 day old chick embryos have been investigated with respect to their 
ability to produce archencephalic, deuterencephalic and spinocaudal 
inductions in newt embryos. 

After high-speed centrifugation of the homogenate a fraction with 
spinocaudal inductive effect was isolated from the solution by extraction 
with phenol. Further fractions with archencephalic or spinocaudal 
effect were obtained by precipitation with ammonium sulphate and 
alcohol, and at varying pu. 


A procedure has been developed for the enrichment of a protein © 


fraction with spinocaudal-deuterencephalic inductive effect. 

A partial separation of the spinocaudal and archencephalic effects 
was achieved by extraction with pyridine. 

The spinocaudal inductor does not lose its activity when dissolved 
in 98 per cent formic acid. The inductive effect is destroyed by treat- 
ment with performic acid, thioglycolic acid or sodium thioglycolate or 
by prolonged standing in alkaline solution. The archencephalic inductive 
effect is partially retained on treatment with thioglycolic and performic | 


acid. Hydrolysis with crystalline pepsin inactivates the spinocaudal | 


inductor while the archencephalic effect is only slightly weakened. 
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Der N-Stoffwechsel bei der Erythrocyten-Reifung ; 
Reststickstoffbildung und Hamoglobinsynthese* 


Von 


H. G. Schweiger und S. Rapoport 
unter Mitarbeit von F. Schélzel 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Humboldt-Universitaét Berlin 
(Direktor: Prof. Dr. 8. Rapoport) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. April 1956) 


Die Entwicklung des Erythrocyten stellt einen weitgehenden 
Spezialisierungsvorgang dar, dessen wesentliches Kennzeichen die Bil- 
dung von Hamoglobin ist!. Gleichzeitig mit der Hiaimoglobinbildung 
geht ein weitgehender Verlust von enzymatischen Potenzen einher, 
wobei dem Verschwinden der Atmung eine besondere Bedeutung zu- 
kommt”, 

In dieser Mitteilung werden Versuche beschrieben, die die Be- 
deutung der Reststickstoff(RN)-Zunahme wahrend der Inkubation von 
reticulocytenhaltigem Blut und ihren Zusammenhang mit der Himo- 
globinsynthese zeigen sowie beweisen, daB das Stroma die Quelle des 
RN darstellt. 

Die in engem Zusammenhang stehende Frage nach dem Eigen- 
substrat der Reticulocyten-Atmung soll den Gegenstand einer gesonder- 
ten Mitteilung bilden. 


Methoden 


Reticulocytenreiches Blut wurde aus Entblutungstieren gewonnen‘. Die 
Reticulocytenzahl wurde nach Farbung mit Brillantkresylblau durch Auszahlen 
von 1000 Zellen erhalten. 

Das Serum wurde von den Zellen mit 1200 g abzentrifugiert, die gewonnenen 
Zellen dreimal mit dem Volumen des abgenommenen Serums gewaschen und in 
0,85-proz. NaCl-Lésung bzw. Phosphatpuffer im Verhaltnis 1:3 suspendiert. Von 
den Suspensionen wurden jeweils 2 ml in Warburg-GefaBe pipettiert und fiir die 
angegebenen Zeiten bei 38° geschiitteit. Von den Suspensionen wurde vor und nach 
Inkubation je 1 ml mit 3 ml 7-proz. Trichloressigsiure versetzt und der Nieder- 


* In dieser Mitteilung werden folgende Akbiirzungen verwendet: 
Rest-N = Reststickstoff, 2.4-DNP = 2.4-Dinitro-phenol. 
1 H.G. Schweiger, 8S. Rapoport u. E.Schélzel, Nature [London], 
im Druck. 
2 S. Rapoport, Naturwissenschaften 43, 112 [1956]. 
3S. Rapoport u. E.C. G. Hofmann, Biochem. Z. 326, 493 [1955]. 
4 E. Goetze, R. Lindigkeit u. 8. Rapoport, Biochem. Z. 326, 48 [1954]. 
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schlag durch Zentrifugieren abgetrennt. In der iiberstehenden Lésung erfolgte die 
Bestimmung des Rest-N nach einer Modifikation der Methode von Lubochinsky 
und Zalta®®, 

Der verwendete Phosphatpuffer war isoton (pq 7,8). — Das Aminosaure- 
gemisch entsprach in seiner Zusammensetzung den essentiellen Aminosauren 
eines Caseinhydrolysats und betrug pro Ansatz etwa 900 ug Aminosauren. Die 
verwendeten Endkonzentrationen waren 250 mg Glucose/100 ml und 10~4-mol. 
2.4-DNP. 

Die Bestimmung des Hamoglobins erfolgte nach Zusatz von 0,02 ml Zell- 
suspension zu 10,0 mi 0,1-proz. Natriumcarbonatlésung photometrisch mit einem 
Griinfilter. 

Zur Gewinnung des Stromas wurden die Suspensionen einmal mit isotonischer 
Kochsalzlésung gewaschen. Dann wurde in m/100-KH,PO, hamolysiert, mit 
1800 g zentrifugiert und zweimal mit m/100-KH,PO, gewaschen. Das dabei 
gewonnene Stroma war schmutziggelb, die iiberstehende Lésung farblos. Dieses 
Verfahren liefert Werte, die innerhalb von +-7%, reproduzierbar sind. 

Die Bestimmung des Stroma-N erfolgte nach Veraschung ebenfalls mit einer 
Modifikation der Methode von Lubochinsky und Zalta®. 


Ergebnisse 


I. Die Rest-N-Bildung in Erythrocyten 


Bei der Inkubation von gewaschenen Blutkérperchen in physio- 
logischer Kgchsalzlésung nimmt der Rest-N erheblich zu (s. Tab. 1). 
Im Blut von Normaltieren tritt nur eine geringfiigige Rest-N-Zunahme 
ein, jedoch 1a8t sich ein direkter Zusammenhang zwischen Prozentzahl 


Tab. 1. EinfluB von Sauerstoff und Glucose auf die Rest-N-Bildung. 





























Rest-N mg/ml Zellen 
Reti I Zunahme 
. 1- n- 

en — ee an. Tih. PoP aa aerob anaerob 
r. r- eyten | dauer| wert ohne | mit | ohne | mit 

Glucose Glucose 

% | Stdn. pro ml Zellen 

Entbl. 6 23 27 8 0,42 0,90 | 0,42 | 0,30 _ 
Tiere 18 31 24 7 0,49 0,33 | 0,31 | 0,35 — 
17 32 34 6 0,66 0,72 — 0,40 | 0,36 
17 44 30 7 0,76 0,27 | 0,16 | 0,16 | 0,27 
10 59 45 5 0,52 0,58 | 0,35 | 0,21 | 0,31 
Phosphat 0,52 0,31 | 0,39 | 0,13 | 0,27 
10 60 41 5 0,56 0,53 | 0,34 | 0,26 | 0,25 
Phosphat 0,56 0,26 | 0,29 | 0,22 | 0,37 

Kontr. 15 28 0 0,62 0,21 | 0,14 — — 
Tiere 15 29 0 8 0,41 0,11 — 0,07 | 0,14 
17 30 0 7,25 0,35 — _ 0,04 | 0,07 

24 48 2 4 0,55 0,09 — = — 

19 57 1 4 0,63 0,03 — — — 

1 69 1 | 4 0,42 0,01 — — — 








5 B. Lubochinsky u. J. P. Zalta, Bull. Soc. Chim. biol. 36, 1336 [1954]. 
6 H. G. Schweiger u. S. Rapoport (in Vorbereitung). 
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Reticulocyten bzw. Atmung und Rest-N-Anstieg nicht feststellen. Die 
Rest-N-Zunahme erwies sich als abhangig von aeroben Bedingungen. 

Wahrend der Zusatz von Glucose unter aeroben Bedingungen in 
Kochsalz zu einem deutlichen Rest-N-sparenden Effekt fiihrte, war das 
Verhalten bei Zusatz von Glucose in Phosphatpuffer umgekehrt. Hier 
bewirkte der Glucosezusatz eine — wenn auch geringe, so doch deut- 
liche — Steigerung der Rest-N-Zunahme. Es muB hierbei beriicksichtigt 
werden, daB die Rest-N-Zunahme in Phosphatpuffer gegeniiber der 
Inkubation in Kochsalzlésung, jeweils ohne Zusatz, wesentlich geringer 


Tab. 2. Einflu8 von Aminosauren und Phosphat auf die Rest-N-Bildung. 








Tier- | Versuchs- Reticulo- Inkub.- seid atd 
Nr. Nr. cyten Bedingungen Dauer Rest-N mg/m Zellen 
% Stdn, Anfangswert Zunahme 
1,24, 24] 49, 50, 52 38, 35, 31 | NaCl 6 0,67 0,60 0,53 | 0,24 0,36 0,27 
Phosphat + 
Glucose 0,67 0,60 0,53 | 0,03 0,07 0,08 
Phosphat + 
11 Aminosiauren 0,81 0,70 0,67 | 0,12 0,15 0,13 


Phosphat + Glu- 
cose + 11 Amino- 


sdiuren 0,81 0,70 0,67 | 0,08 0,05 0,05 
10, 10 61, 66 28, 28 NaCl 5 0,57 0,51 0,32 0,37 
NaCl + Glucose 0,48 0,43 0,20 0,32 
NaCl + 11 Amino- 
siiuren 0,59 — 0,02 — 
NaCl + Glucose 
+11 Aminosduren 0,53 0,56 0,05 0,24 
Phosphat + Glu- 
cose — 0,51 — 0,17 


Phosphat + Glu- 
cose 4- 11 Amino- 
siuren — 0,57 — 0,18 




















ist. Unter anaeroben Bedingungen fiihrte der Glucosezusatz sowohl in 
Kochsalz als auch in Phosphatpuffer zu einer fast regelmaBigen Ver- 
mehrung, verglichen mit dem Ansatz ohne Zusatz. 


In weiteren Versuchen wurde die Rest-N-Bildung in Gegenwart 
von 11 Aminoséuren sowie Phosphatpuffer und Glucose untersucht, 
um den Rest-N-sparenden Effekt genauer zu kennzeichnen. Wie Tab. 2 
zeigt, ergab sich die geringste Rest-N-Zunahme meistens, wenn Glucose 
und 11 Aminosauren zugesetzt wurden. Das gilt sowohl fiir Ansatze in 
Phosphatpuffer als auch in Kochsalzlésung. Die sparende Wirkung der 
Glucose scheint dabei in Gegenwart von Phosphatpuffer verstarkt zu 
sein. Um einen Anhaltspunkt fiir den zeitlichen Ablauf der Rest-N- 
Zunahme zu haben, bestimmten wir die Abhangigkeit der Rest-N- 
Zunahme von der Zeit. Abb. 1 zeigt, daB die Zunahme des Rest-N mit 
fortschreitender Zeit langsam abfallt. 

Die Rest-N-Zunahme erwies sich durch 2.4-Dinitrophenol stark 
hemmbar, wie Tab. 3 zeigt. 

3* 











H. G. Schweiger und S. Rapoport, Bd. 306 (1956) 





> 
mS 
5 





Abb. 1. Die zeitliche Abhangigkeit 
der Rest-N-Bildung. 
Gewaschene Blutkérperchen aus re- 
ticulocytenreichem Blut a) 29,8, 
b) 15,9% Reticulocyten in isotoner 
NaCl-Lésung bei 38°. 


Aug RN/ml —— 








Tab. 3. Der EinfluB von 2.4-DNP auf die Rest-N-Bildung. 





Rest-N 
Reticulo- | Inkub.- Zunahme 
cyten Dauer ohne mit 
0 


10-4-m. 2.4-DNP 
pro ml Zellen 


Versuchs- 


Nr. 0 Stdn. | Anfangswert 





0,42 0,40 0,24 
0,53 0,67 0,19 
0,75 0,33 — 0,04 
0,76 0,27 0,0 

0,34 0,37 0,14 
0,50 0,46 0,26 
0,48 0,31 —0,02 


26 34 
27. 46 
42 21 
44 30 
74 15 
77 36 
83 28 


or 
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II. Rest-N-Zunahme und Haimoglobinsynthese 


Aus den Ergebnissen der Untersuchungen tiber das Verhalten des 
Rest-N schien es wahrscheinlich, da8 ein enger Zusammenhang zwischen 
Rest-N und Hamoglobinsynthese besteht. Um diese Annahme zu iiber- 
prifen, verglichen wir die Rest-N-Zunahme mit der Himoglobinsynthese 
unter verschiedenen Bedingungen. 

In Tab. 4 sind entsprechende Versuche zusammengestellt. Die 
Mittelwerte mit ihren mittleren Fehlern fiir die Héamoglobinbildung 
von 7 Versuchen in NaCl allein betrugen 0,3 +0,2°,, in 4 Versuchen in 


NaCl und Glucose 1,6 +0,85°%, in 4 weiteren Versuchen, in denen zu ‘ 


NaCl Glucose und Aminosiuren zugesetzt waren, 2,9+0,95° und in 
7 Versuchen, in denen Phosphat, sei es mit Glucose allein oder mit 
Glucose und Aminoséuren, zugesetzt wurde, 3,4-+0,55°%. Statistisch 


gesichert sind somit nur die Zunahmen in Gegenwart von Phosphat oder [ 
von Glucose und Aminoséuren. Im gewissen AusmaB bestehen reziproke f 


Beziehungen zwischen Rest-N-Zunahme und Hamoglobinbildung. In 
den Versuchen in NaCl allein betrug die Rest-N-Zunahme 0,36 + 0,05 mg. 
mit Zusatz von Glucose 0,29 +0,04 und in Gegenwart von Aminosiauren 
oder Phosphat 0,20 +0,06 mg/m/-Zellen. 
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Tab. 4. Rest-N und Hb-Synthese. 


37 








ier- |Versuchs- | Reticulo- | Inkub.- Rest-N mg/ml Zellen 
“~ Nr. oethh Bedingungen {/ Dauer a Hb-Zunahme % 
: i Stdn. Anfangswert | Zunahme 
D4 50,52 35,31 NaCl 6 0,60 0,53 0,36 0,27 0, 0 
Phosphat + 
Glucose + 11 
Aminosiéuren 0,70 0,67 0,05 0,05 +2,9 +3,9 
0,10 | 56, 58, 59] 12, 43,45] NaCl 5 0,53 0,62 0,51 | 0,21 0,26 0,58 +0,7 +0,8 +0,4 
0,10 | 60, 65, 67 | 41, 30, 32 0,56 0,46 —- 0,53 0,33) — +0,0 +-0,3 _ 
NaCl + Glucose 0,46 0,62 0,53 | 0,19 0,28 0,35 +3,9 +0,0 aye 
0,54 — _ 0,34. — = +0,9 - - 
NaCl + 11 
Aminosiauren 0,70 0,86 — 0,13 0,28 — +1,5 0,0 - 
NaCl + Glucose 0,65 0,78 — 0,07 0,22 — +5,7 +2,7 = 
+ 11 Amino- — 0,66 0,46 — 0,18 0,34 - 2,2 +1,1 
siuren 
Phosphat — — 0,57 —- -— 0,31 - - 0,8 
0,62 — — 102% — — 09 - = 
Phosphat + _ — 0,47 _ — 0,39 — +6,2 
Glucose 0,53 0,37 — 0,29 0,24 — + 3,5 1,9 _ 
Phosphat + 
Glucose + 11 
Aminosiuren — 0,61 0,57 — 0,15 0,29 _ 3,0 +2,5 








III. 














Rest-N-Zunahme und Stroma-N 





Aus der Feststellung, daB bei der Inkubation von reticulocyten- 
haltigem Blut im niahrstoff-freien Medium eine bedeutende Akkumu- 
lation von Rest-N festzustellen ist, ergibt sich die Frage, woher dieser 


Tab. 5. Das Verhalten von Stroma-N und Rest-N. 

















Tier. | Reticulo- | Inkub.- Anfangs- AN 
Nr. cyten Dauer Roe ble NaCl 
0” Stdn. NaCl + DNP 

29 38 4 Stroma-N 3,06 —0,50 

Rest-N 0,82 +0,39 

9 34 4 Stroma-N 3,64 —0,68 

Rest-N 0,68 +0,39 

8 31 4 Stroma-N 2,26 — 0,52 

Rest-N 0,60 +0,40 
8 44 6 Stroma-N 2,58 —0,91 —0,12 
9 42 4 Stroma-N 4,96 —0,70 +0,03 
8 28 4 Stroma-N 2,43 — 0,56 —0,08 
Rest-N 0,47 +0,32 +0,00 
8 31 4. Stroma-N 2,07 —0,75 — 0,05 
Rest-N 0,36 +0,31 +0,08 
29 40 4 Stroma-N 3,19 — 0,27 +0,03 
Rest-N 0,78 +0,45 +0,08 











Rest-N stammt. Entsprechende Versuche zeigt Tab. 5. Aus der ersten 
Versuchsreihe geht hervor, da8 Zunahme von Rest-N bei der Inkubation 
in NaCl mit einer Abnahme des Stroma-N einhergeht. Meistens ist, wie 
aus den gezeigten 3 Versuchen:hervorgeht, die Stroma-N-Abnahme 
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groBer als die Rest-N-Zunahme. Die nachste Versuchsreihe zeigt, daf 
2.4-DNP die Stroma-N-Abnahme hemmt. Die 3 Versuche der letzten 
Versuchsserie belegen direkt die gréBenordnungsmaBige Ubereinstim.- 
mung zwischen Rest-N-Bildung und Stroma-N-Abnahme sowie die 
Hemmung des Ubergangs von Stroma-N zu Rest-N durch 2.4-DPN. 


Diskussion 


Nachdem es in orientierenden Versuchen gelungen war, die Méglich- 
keit auszuschlieBen, daB die RN-Zunahme auf die Ansammlung von 
Stoffwechsel-Endprodukten allein zuriickzufiihren ist, lag die Vermutung 
nahe, daB sie als der Ausdruck der Hemmung einer Proteinneubildung 
bei gleichzeitigem Proteinabbau, kurzum als Stérung des Umbaues bei 
erhaltener katabolischer und gehemmter anabolischer Aktivitat auf- 
zufassen ist. 

Die Rest-N-Bildung steht im engen Zusamtmenhang mit dem Ent- 
wicklungsstand der roten Blutkérperchen. Nur bei Auftreten von Reti- 
culocyten in hoher Zahl ist eine betrichtliche Rest-N-Anhaufung zu 
bemerken, wihrend reife Erythrocyten keine Tendenz zur Rest-N-An- 
sammlung zeigen. Jedoch ist ein direkter Zusammenhang zwischen 
Reticulocytenzahl und Atmung oder Rest-N-Zunahme nicht nachweis- 
bar. Dies ist auch verstindlich, da die Reticulocyten im Stoffwechsel- 
verhalten und im Haimoglobingehalt in Abhaingigkeit von Schwere und 
Dauer der Anamie Unterschiede zeigen’. 

Zweifellos driicken sich auch eine Anzahl weiterer Faktoren, u. a. 
Variabilitat der Tiere, der Nahrung und funktioneller Zustand des 
Knochenmarks in der groBen Variabilitat der Resultate aus. 

Bemerkenswert ist der Effekt des 2.4-DNP; die Hemmung eines 
Aminosiauren freisetzenden Vorgangs durch 2.4-DNP ist von Simpson® 
an Leberschnitten beobachtet worden; jedoch schlieBt seine Versuchs- 
anordnung, bei der ein Uberschu8 von Methionin zur Verminderung des 
Wiedereinbaues der freigesetzten Aminosiuren zugesetzt wurde, die 
MOéglichkeit, daB die DNP-empfindliche Reaktion den Durchgang der 
Aminosiuren durch die Zellmembrane bzw. ihr Konzentrationsgefalle 
zwischen Zelle und Medium betrifft, nicht aus. Demgegeniiber ist es in 
unseren Versuchen eindeutig, daB es sich um die Hemmung eines intra- 
zellularen Vorganges handelt. Wahrscheinlich besteht ein Zusammenhang 
zwischen Rest-N-Bildung, d. h. EiweiBabbau und oxydativer Phosphory- 
lierung. DaB die Hemmung der Rest-N-Zunahme nicht durch eine ver- 
mehrte Verwertung des Rest-N zur Protein-Synthese erklart werden 
kann, 14Bt sich allein aus der Hemmung des Einbaues von Aminosauren 
in eine in Trichloressigsiure unlésliche Fraktion® ableiten. Sie wird 


7 §. Rapoport, G.M. Guest u. M. Wing, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 57, 
344 [1944]. 

8 M. V. Simpson, J. biol. Chemistry 201, 143 [1953]. 

® HI. Borsook, C. L. Deasy, A. J. Haagen-Smit, G. Keighley u. P. H. 
Lowry, J. biol. Chemistry 196, 669 [1952}. 
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durch die hier berichteten Versuche, in denen 2.4-DNP den Stroma- 
Abbau hemmt, bewiesen. Moglicherweise ist der zugrunde liegende 
Mechanismus derselbe, wie in dem von Spiegelman und Reiner!" 
beschriebenen System. Sie fanden, daB das Verschwinden von indu- 
zierten Enzymen bei Bakterien an das Vorhandensein einer Energiequelle 
gebunden ist und durch ,,Entkoppler“ unterbunden werden kann. 

Die Rest-N-Zunahme steht auch zweifellos in enger Beziehung zum 
Substrat des Reticulocytenstoffwechsels unter verschiedenen Versuchs- 
bedingungen. Von diesem Standpunkt aus ist die Hemmung der Rest-N- 
Bildung bei Gegenwart von Glucose als eiweiBsparender Effekt zu 
deuten, wihrend Phosphat neben einem gleichartigen Einflu8 auch die 
Atmung hemmt. Die steigernde Wirkung der Glucose unter anaeroben 
Bedingungen ist vielleicht als Ausdruck der Ausnutzung der Phosphat- 
energie der Glykolyse fiir den EiweiBabbau zu deuten. 

Unseres Wissens ist in den hier besprochenen Versuchen erstmalig 
eine Himoglobinzunahme in vitro nachgewiesen worden. Bisherige Ver- 
suche beschrankten sich auf den Nachweis des Einbaues von markierten 
Aminosauren in Hamoglobin *}*:13, Die Méglichkeit, daB zwischen netto 
Haimoglobinzunahme und Aminosaureneinbau ein wesentlicher Unter- 
schied bestehen kénnte, wurde von Borsook selbst!4 diskutiert und 
von Gale!5 in grundlegenden Ausfiihrungen betont. 

Die optimalen Bedingungen fiir die Himoglobinsynthese erfordern 
die Gegenwart von Aminosiuren, Glucose und hohe Konzentrationen 
von Phosphat. Aber schon die Anwesenheit von Glucose und Phosphat 
erlaubt eine Himoglobinzunahme auch ohne Zufuhr der Aminosauren. 
Ob Phosphat einen direkten EinfluB ausiibt oder indirekt iiber einen 
Umbau der Ribonucleinséure-Fraktion seine Wirkung ausiibt1*, bleibt 
noch zu entscheiden. Insgesamt hat es den Anschein, als ob die Ver- 
wendung von Phosphat den Nutzeffekt des Stoffwechsels vergréBert, was 
insbesondere dann offenkundig wird, wenn man Himoglobinsynthese, 
RN-Zunahme und den verminderten Sauerstoffverbrauch! miteinander 
vergleicht. 

Durch die Anwendung von verschiedenartigen Bedingungen, nim- 
lich 1. naéhrstoffreie NaCl-Losung und 2. in Anwesenheit von 2.4-DNP, 
gelingt es, den FluB des EiweiBumbaues zur Himoglobinbildung selektiv 
zu hemmen, indem DNP den Stromaabbau und die Abwesenheit von 
Nihrstoff bzw. Phosphat die Haimoglobinsynthese unterbinden. Diese 
Beziehungen sind im nachstehenden Schema dargestellt (Abb. 2). 


10 §. Spiegelman u. J. M. Reiner, J. gen. Physiol. 31, 175 [1947]. 

11 §. Spiegelman, H. O. Halvorson u. Ben-Ishai, Sympos. Amino Acid 
Metabolism, Johns Hopkins, Baltimore 1955, S. 124. 

2 V. Allfrey u. A. E. Mirsky, J. gen. Physiol. 35, 841 [1952]. 

13 A. Nizet u. S. Lambert, Bull. Soc. Chim. biol. 35, 771 [1953]. 

14H. Borsook, Advances Protein Chem. 8, 128 [1953]. 

15 KE. F. Gale u. J. P. Folkes, Biochem. J. 59, 661 [1955]. 

16 §. Rapoport, H.G. Schweiger u. W. StraBner, Naturwissenschaften 


43, 18 [1956]. 





40 H. G. Schweiger und 8. Rapoport, Bd. 306 (1956) 


Es ergibt sich die Frage, in welchem Umfange das Stromaeiweil} 
als Hauptquelle der Hamoglobinsynthese angesehen werden kann. Dazu 
sind die Angaben von Interesse, wonach die Stromamenge im Reticulo- 
cyten das 2'4—4-fache der Menge im reifen Erythrocyten betragt?’. 
Auf Grund unserer Bestimmungen des Stroma-N kann die Stroma- 
eiweiBmenge eines reticulocytenreichen Blutes auf das etwa 2'%-fache 


Hemmung durch: 
24-DNP Fortlassen von 
| Phosphat, Glucose, 
ff Aminosauren 
| 


Abb. 2. Schema des Um- 
baus von Stroma in Hamo- 
globin (Hb). 














eines Normalblutes geschitzt werden, woraus sich fiir reine Reticulo- 
cyten, verglichen mit Normocyten, eine 5—8-fache Stromamenge ergibt. 
In den hier beschriebenen Versuchen liegen Abnahme von Stroma-N 
und Himoglobinsynthese in derselben GréSenordnung. Dennoch ist 
es offensichtlich, daB keineswegs die gesamte Haimoglobinsynthese im 
Verlauf simtlicher Stufen der Entwicklung der roten Blutelemente im 
Knochenmark aus dem Stroma-N bestritten werden kann. Dagegen | 
spricht allein schon die Tatsache, da der reife Erythrocyt einen héheren | 
EiweiBgehalt als irgendeiner seiner Vorstufen besitzt. Zweifellos spielt | 
die Akkumulation von Aminosaiuren eine groBe Rolle auch bei der | 
EiweiBbildung der roten Blutkérperchen'®. ; 
Eine weitere Frage betrifft die Homogenitaét der Stromafraktion. | 
Selbst im reifen Erythrocyten ist das Stroma als biologisch und chemisch | 
heterogen zu betrachten. Neben GeriisteiweiBen im engeren Sinne sind © 
EnzymeiweiBe wie z. B. ATPase!® und DPN-Nucleosidase?® und Prote- | 
asen?! nachweisbar. Noch wesentlich gréBer ist die Heterogenitét und | 
der Enzymreichtum des Reticulocyten-Stromas. Insbesondere deutet | 
das Vorhandensein des Succinatoxydase-Systems darauf hin, daB héher | 
organisierte, mitochondrienartige Enzymsysteme vorliegen*. Eine der | 
nichsten Aufgaber. miiBte darin bestehen, die Stromafraktion, die 
die Quelle der RN-Bildung darstellt, naiher zu kennzeichnen. : 
Betrachtet man die Vorgiinge des EiweiBumbaues vom biologischen 
Standpunkt, so scheint die Bedeutung der Himoglobinbildung in einem 
EiweiBumbau zugunsten eines hochspezialisierten EiweiBk6rpers auf 


17 E. Ponder u. S. Velick, J. Physiol. 97, 5 P [1939/40]. 

18 T.R. Riggs, H. N. Christensen u. I. M. Palatine, J. biol. Chemistry | 
194, 53 [1952]. : 

19 T.Garzo, A. Ullmann u. F. B. Straub, Acta Physiol. hung. 3, 513 
[1952]. 

20 K.C.G. Hofmann, Biochem. Z. 327, 273 [1955]. 

21 K. Goetze u. 8. Rapoport, Biochem. Z. 327, 305 [1955]; W. L. Morri- | 
son u. H. Neurath, J. biol. Chemistry 200, 39 [1953]. 
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Kosten von EnzymeiweiBen und subzelluliren Organellen, die zur Aus- 
stattung der meisten anderen Zellen, insbesondere aller pluripotenten 
Zellen, gehoren, zu liegen. Der Abbau der Enzymeiweife und Organellen 
erfolgt in engster Wechselwirkung mit dem Erléschen ihrer Funktion. 


Zusammenfassung 


1. Wahrend der Inkubation in nahrstoffreiem Medium tritt in 
Reticulocyten, nicht aber in reifen Erythrocyten von Kaninchen, eine 
Vermehrung des Reststickstoffs ein. 

2. Bei Zusatz von Glucose und 11 Aminosiauren ist die Reststick- 
stoffzunahme vermindert. Gleichzeitig liBt sich eine Hamoglobin- 
zunahme nachweisen. Ein optimaler Effekt wird durch hohe Phos- 
phatkonzentrationen erzielt. 

3. Die Reststickstoffbildung ist durch 2.4-Dinitrophenol Sidi’. 

4. Die Quelle des Reststickstoffs ist das Reticulocyten-Stroma. 


Summary 


The residual nitrogen of rabbit reticulocytes increases during in- 
cubation in nutrient-free medium; this does not occur with mature 
erythrocytes. The increase in residual nitrogen is reduced by the addition 
of glucose and 11 amino-acids while at the same time an increase in the 
haemoglobin is observed. An optimum effect is achieved with large 
phosphate concentrations. The residual nitrogen formation is inhibited 


by 2.4-dinitrophenol. The source of the residual nitrogen is the reti- 
culocyte stroma. 
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Quantitative Hydrierungen in der Warburg-Apparatur 
Die Bestimmung von Dinitrophenylverbindungen 
Von 
Helmut Hérmann, Josef Lamberts und Gerhard Fries 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Eiwei8- und Lederforschung, Regensburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Juli 1956) 


Seit den ersten Arbeiten iiber die Bestimmung freier Aminogruppen 
von Proteinen durch den Dinitrophenyl-(DNP)-Rest! hat die Ver- 
wendung von DNP-Verbindungen bei der Konstitutionsaufklarung von 
Peptiden eine weite Verbreitung gefunden. Neben der qualitativen 
Markierung der Endgruppe sind dabei sehr haiufig auch quantitative 
Messungen des eingefiihrten DNP-Restes von Bedeutung, da man daraus 
Riickschliisse auf die Kettenlinge von Peptiden? und in besonderen 
Fallen auch auf das Molekulargewicht von Proteinen® ziehen kann. 

Bis jetzt hat man den DNP-Rest im allgemeinen auf kolorimetri- 
schem Wege quantitativ bestimmt. Die Extinktion der DNP-Verbin- 
dungen ist jedoch konstitutionsbedingt, wie in der Diskussion dieser 
Arbeit noch ausfihrlicher behandelt wird, wodurch besonders_ bei 
komplizierteren Verbindungen manchmal schwer kontrollierbare Ver- 
haltnisse auftreten kénnen, die zu bedeutenden systematischen Fehler- 
quellen fiihren. Es bestand daher ein Bedarf nach einer quantitativen 
Methode zur Bestimmung des DNP-Restes, die unabhingig von einer 
kolorimetrischen Messung arbeitet, gleichzeitig aber auch mit sehr 
wenig Substanz ausgefiihrt werden kann. 

Eine Titrationsmethode zur Bestimmung aromatischer Nitrogruppen ist 
bereits von Knecht und Hippert* angegeben und von Maruyama’ zu einer 
Mikromethode (4—8 mg Substanz) ausgearbeitet worden. Diese Autoren redu- 
zieren die Nitrogruppen mit einer bekannten Menge TiC], und titrieren den Uber- 
schuB des Reduktionsmittels mit Eisen(III)-chlorid zuriick. Das Verfahren hat 
Mills® zur quantitativen Bestimmung von DNP-Aminosiauren herangezogen und 
sogar bei einem Einsatz von 0,5 mg gute Ergebnisse erzielt. 


1 KE. Abderhalden u. P. Blumberg, diese Z. 65, 318 [1910]; F. Sanger, 
Biochem. J. 39, 507 [1945]. 


2 I. Leube, H. Restle u. M. Wiedemann, Z. Naturforsch. 9b, 186 [1954]. — 
2? A. R. Battersby u. L.C. Craig, J. Amer. chem. Soc. 78, 1887 [1951]; | 


E. J. Harfenist u. L. C. Craig, ebenda 74, 3087 [1952]. 


4 E. Knecht u. E. Hippert, Ber. dtsch. chem. Ges. 36, 166 [1903]; 38, 


3318 [1905]; 40, 3819 [1907]. 


5 §. Maruyama, Sci. Pap. Inst. physic. chem. Res. [Tokyo] 16, 196 [1931]; | 
s. a. Methoden der organischen Chemie (Houben-Wey]), 4. Aufl., Georg-Thieme- | 


Verlag Stuttgart, Bd. 2, S. 627 (1953). 
6 G. L. Mills, Biochem. J. 50, 707 [1952]. 
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Bestimmung von Dinitrophenylverbindungen 





Wir haben versucht, die Nitrogruppen des DNP-Restes durch 
Reduktion mit katalytisch erregtem Wasserstoff gasmanometrisch quanti- 
tativ zu bestimmen. Dabei verbrauchen beide Nitrogruppen zusammen 
bei der Reduktion 6 Moll. Wasserstoff. was ein sehr giinstiges Uber- 
setzungsverhaltnis darstellt. Arbeitet man in der Warburg-Apparatur, 
die sehr kleine Gasmengen zu messen gestattet, so kann die zur Be- 
stimmung notwendige Menge DNP-Rest auf 1—4 Mol herabgedriickt 
werden, entsprechend einer Einwaage von 0,15—1 mg bei Aminosauren 
und kurzkettigen Peptiden. 

Tab. 1 zeigt einige Beispiele der Hydrierung verschiedener DNP- 
Verbindungen. Daneben haben wir noch eine gréBere Anzahl weiterer 
Vertreter von DNP-Aminosaiuren, DNP-Peptiden und DNP-Amino- 
alkoholen untersucht und von sémtlichen Messungen mehrere Parallel- 
bestimmungen ausgefiihrt. Die Versuche ergaben, daB an N-DNP-Ver- 
bindungen die Hydrierung in Eisessig mit einer mittleren Fehlerbreite 


Tab. 1. Hydrierung verschiedener DNP-Verbindungen in der Warburg-Apparatur. 








=e Einwaage AV der. AV get. Abweichung 
DNP-Verbindung mg idioma patina 07 
DNP-Glyein. . . .. 0,406 222,0 219,1 —1,3 
0,277 154,4 157,8 +2,3 
DNP-Leucin. . ... 0,123 56,0 56,7 +1,2 
0,253 114,5 117,9 +2,6 
DNP-Phenylalanin . . 0,069 28,0 27,2 —2,8 
0,288 116,7 119,0 +2,0 
DNP-Threonin. . . . 0,208 100,1 101,7 +0,3 
0,208 100,1 161,7 +0,3 
DNP-Prolin. . ... 0,266 126,8 128,2 +1,2 
0,266 126,8 130,2 +2,7 
DNP-Asparaginsiure . 0,413 185,5 179,6 — 3,0 
0,413 185,5 180,9 —2,1 
Di-DNP-Histidin. . . 0,156 86,1 84,0 —2,4 
0,156 86,1 90,2 +4,5 
Di-DNP-Tyrosin: H,O 0,282 142,7 143,8 +0,8 
0,282 142,7 140,3 —1,5 
Di-DNP-Leu-gly-lys_ . 0,252 104,0 104,7 —0,7 
0,252 104,0 100,0 —4,0 
DNP-Pro-gly-phe . . 0,458 127,0 122,8 — 3,4 
0,458 127,0 125,0 —1,5 
DNP-Gly-phe-glu . . 0,445 115,8 112,2 — 3,0 
0,445 115,8 110,8 —4,3 














von etwa + 4°, quantitativ ausgefiihrt werden kann. Auch ein am Imida- 
zolrest von Histidin haftender DNP-Rest und O-DNP-Verbindungen, wie 
z. B. N,O-Di-DNP-Tyrosin und 2.4-Dinitro-anisol lassen sich mit ahn- 
licher Genauigkeit quantitativ bestimmen. Dagegen nimmt 2.4-Dinitro- 
phenol 120% d. Th. an Wasserstoff auf, was auf eine teilweise Kern- 
hydrierung des DNP-Restes hinweist. Einen teilweisen Angriff des 
aromatischen Kerns kann man auch bei DNP-Aminosauren feststellen, 
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wenn man in Eisessig arbeitet, dem 2°, konz. Schwefelsiure zugesetzt 
waren. 

Um aus dem DNP-Anteil eines Peptides auf dessen Kettenlinge 
schlieBen zu kénnen, ist es notwendig, auch den Gesamtstickstoffgehalt 
zu kennen. 

Fiir die Stickstoffbestimmung von Mengen, die gréBenordnungs- 
maBig etwa den bei der Hydrierung von DNP-Verbindungen bendotigten 
entsprechen, haben Cleghorn und Jendrassik’ ein kolorimetrisches 
Verfahren ausgearbeitet, bei dem der Stickstoff nach Kjeldahl-Aufschlu}3 
mit Nesslers Reagens quantitativ bestimmt wird. Um dieses Verfahren 
auch auf DNP-Verbindungen anwenden zu kénnen, die man nicht ohne 
weiteres nach Kjeldahl aufschlieBen kann, haben wir diese Verbindungen 
zuerst in der Warburg-Apparatur katalytisch hydriert und anschlieBend 
erst den Kjeldahl-AufschluB ausgefiihrt. Bei Stickstoffmengen zwischen 
5 und 50 y stimmen die Werte auf 3—4°%, mit den berechneten tiberein. 

Diese Methode erfaéhrt nur insofern eine gewisse Einschrankung, 
als die Hydrierung in 2-n.H,SO, ausgefiihrt werden muB, da Eisessig 
als Lésungsmittel beim nachfolgenden Kjeldahl-Aufschlu8 humin- 
bildend wirkt. In verdiinnter wiBriger Schwefelsiure wiederum sind 
einige DNP-Verbindungen, z. B. «,e-Di-DNP-Lysin und N,O-Di-DNP.- 
Tyrosin kaum mehr léslich. DNP-Peptide lésen sich dagegen in den 
verwendeten Konzentrationen im allgemeinen gut. Auch laBt sich die 
Hydrierung in 2-n.H,SO, in ahnlichem Mae quantitativ ausfiihren wie 
in Eisessig. Versuche, die Hydrierung in Eisessig auszufiihren, diesen 
anschlieBend zu verdampfen und dann erst den Kjeldahl-AufschluB 
auszufiihren, ergaben eine betrachtliche Vergro6Berung der Fehlerquellen. 


Diskussion der Ergebnisse 


Durch Hydrierung in der Warburg-Apparatur kénnen Dinitro- 
phenylverbindungen mit einer Genauigkeit von etwa + 4°% im Mikro- 
maBstab quantitativ bestimmt werden (Einwaage 0,15—1 mg). Dadurch 
besteht die Méglichkeit, in unbekannten Verbindungen Aminogruppen 
und phenolische Hydroxylgruppen, die beide leicht mit dem Dinitro- 
phenylrest substituiert werden kénnen, quantitativ zu bestimmen. 

Zum Vergleich der Genauigkeit der eben beschriebenen Methode 
mit der einer kolorimetrischen Bestimmung des DNP-Restes ist in 
Tab.2 die Extinktion einer Anzahl von DNP-Aminosiauren und -Peptiden 
zusammengestellt. 

Man sieht daraus, daB die Extinktion des DNP-Restes keineswegs 
konstant ist, sondern vielmehr mit der Art des Substituenten und dem 
Lésungsmittel in verhaltnismaBig weiten Grenzen schwankt. Z. B. zeigen 
DNP-Aminosauren eine héhere Extinktion als DNP-Peptide, und die 
é-DNP-Aminogruppe absorbiert wesentlich schwicher als die «-DNP- 
Aminogruppe. Besonders unklare Verhiltnisse schaffen die O-DNP- 


7 R. A. Cleghorn u. L. Jendrassik, Biochem. Z. 274, 189 [1934]. 
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Tab. 2. Extinktionskoeffizienten einiger DNP-Aminosauren und -Peptide*. 





Lésungsmittel 
ste ; waBrige 

DNP-Verbindung Hisonsig Eesigester | NaHCO,-Léeung 
A max A max 


my ‘ my 


DNP-Glycin ...... 340 ; 360 
PNP een SE) Oe PR 340 355 
DNP-Leucin......{]| { 340 360 
DNP-Prolm ....... 360 387 
Di-DNP-Lysin ..... 345 355 
Di-DNP-Tyrosin ... . 3: 335 2 355 
Di-DNP-Histidin . ... 2; 335 , 350 


DNP-Gly-gly. .....|]| & 5 345 355 
DNP-Gly-phe-glu. . . . 2 345 355 
DNP-Leu-gly-gly . .. . 340 355 
DNP-Pro-gly-phe . . . . 3: 365 375 
Di-DNP-Leu-gly-lys. . . | ¢ : 345 3,3¢ 360 


e-DNP-Lysin**. ... . 345 ‘ 360 
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* z. T. gegeniiber friiheren Angaben® verbesserte Werte. 

** Extinktion der e-DNP-Gruppe neben einer a-DNP-Gruppe. Werte errechnet aus der 
Differenz der Extinktionen von a, ¢-Di-DNP-Lysin und DNP-Leucin sowie Di-DNP-Leu-gly-lys 
und DNP-Leu-gly-gly. 


Gruppe des Tyrosins und die am Imidazolkern sitzende des Histi- 
dins, die beide keine nennenswerte Extinktion im Hauptmaximum 
der DNP-Aminosauren aufweisen, jedoch die Extinktion des «-DNP- 
Restes beeinflussen. Vorsicht ist auch bei Iminosauren und ihren Peptiden 
geboten, die ihr Extinktionsmaximum etwas in den langwelligeren 
Bereich verschoben haben’. Solche Fehlerquellen fallen besonders bei 
der Analyse von Proteinen und langkettigen Peptiden ins Gewicht, deren 
durch den DNP-Rest substituierbare Gruppen tiberwiegend Amino- 
bzw. Hydroxylgruppen der Seitenketten von der oben genannten Art 
sind. Alle diese verschiedenen DNP-Gruppen werden bei der Hydrierung 
in der Warburg-Apparatur gleichmabig erfaBt. 

Man kann allerdings zahlreiche der angefiihrten Unsicherheiten des 
kolorimetrischen Verfahrens vermeiden, wenn man der Extinktions- 
messung eine sorgfaltige Analyse der zu untersuchenden Substanz 
vorausgehen la8t, um AufschluB iiber die Bindungsart der zu messenden 
DNP-Gruppierung zu erhalten. So bewahrt sich nach Erfahrungen an 
unserem Institut fiir die Messung von «-DNP-Peptiden in waBriger 
hydrogencarbonatalkalischer Lésung im allgemeinen ein Extinktions- 
koeffizient von 16000-+ 1000. Messungen an Mono-DNP-Aminosiuren 
andererseits, die neben unseren Bestimmungen noch an einem wesentlich 
gréBeren Versuchsmaterial von Rao und Sober® ausgefiihrt worden 


8 H. Hérmann u. H. Endres, Z. Naturforsch. 10b, 150 [1955]. 
® K.R. Rao u. H. A. Sober, J. Amer. chem. Soc. 76, 1328 [1954]. 
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waren, weisen eine Streuung der Extinktionen von 15500 (DNP-Methionin) 
bis 20000 (DNP-Phenylalanin) auf, so daB wohl auch bei DNP-Peptiden 
in Sonderfallen noch gréBere Abweichungen zu erwarten sind. 

Verglichen mit kolorimetrischen Verfahren erfordert die Hydrierung 
in der Warburg-Apparatur andererseits einen Substanzeinsatz, der noch 
immer das 50—100fache betrigt und bei dem die Substanz nicht mehr 
zurickgewonnen werden kann. Gleichzeitig erfordert das Verfahren mehr 
Sorgfalt und eine gewisse Einarbeitung. Man wird also bei der Messung 
verhaltnismaBig einfach zu iibersehender Verbindungen das kolorime- 
trische Verfahren bevorzugen, besonders wenn nur wenig Material vor- 
liegt. Bei uniibersichtlich gebauten hdhermolekularen Verbindungen, 
z. B. DNP-Proteinen, wird man dagegen zur Hydrierung greifen, da die 
Lichtabsorption in diesem Falle zu vielen unkontrollierbaren Einfliissen 
unterliegt. 

Von besonderer Bedeutung diirfte die Hydrierung in der Warburg- 
Apparatur bei der Bestimmung von O-DNP-Verbindungen sein, die 
nicht mehr kolorimeitrisch gemessen werden k6énnen, da ihr Extink- 
tionsmaximum weiter im kurzwelligen Bereich (290—300 mu) liegt 
und merklichen Uberlagerungen durch andere Chromophore unter- 
worfen ist. Das Verfahren diirfte sich also besonders zur Bestimmung 
phenolischer-Hydroxylgruppen, die leicht mit Fluordinitrobenzol rea- 
gieren, eignen. 


Beschreibung der Versuche 


Hydrierung der DNP-Verbindungen 


Es wurde die Warburg-Apparatur Type V der Firma Braun-Melsungen 
verwendet. Die ReaktionsgefiBe, Volumen 12—16 ccm, waren mit 2 Ansatz- 
kdlbchen und Entliiftungskapillare versehen. Das genaue Reaktionsvolumen wurde 
auf manometrischem Wege bestimmt?®. 

Als Manometerfiillung diente an Stelle von Brodie-Fliissigkeit, die bei Be- 
rihrung mit Essigsiuredampfen Gallensiure abschied, mit Saurefuchsin angefarbtes 
und mit etwas Netzmittel (Rei) versetztes destilliertes Wasser. 10351 mm Fliissig- 
keitssiule entsprachen in diesem Falle einer Atmosphare. 

Als Katalysator eignete sich 5% Palladiumoxyd auf Bariumsulfat!!. Pd-Kohle 
war unbrauchbar, da sich beim Aushydrieren des Katalysators kein genauer 
Sattigungspunkt einstellte. 

Die Hydrierung wurde meist in Eisessig ausgefiihrt. Bei langsamer hydrier- 
baren Verbindungen, z. B. Di-DNP-Verbindungen lieB sich die H,-Aufnahme in 
Eisessig-Wasser 2:1 beschleunigen. Nur in den Fallen, in denen anschlieBend noch 
eine Gesamtstickstoffbestimmung ausgefiihrt werden sollte, wurde die Hydrierung 
in 2-n.H,SO, ausgefiihrt, da Eisessig beim nachfolgenden Kjeldahl-AufschluB zu 
Verharzungen fiihrt. AuBerdem eignen sich noch 100-proz. Alkohol und Pyrrolidin 
als Lésungsmittel, Dioxan ist ungeeignet. 

Der Wasserstoff wurde einer Stahlflasche entnommen und mit alkalischer 
Pyrogallollésung von Sauerstoffspuren befreit. 


10 P. Rona, Praktikum der physiologischen Chemie. I. Teil, Springer-Verlag, 
Berlin, 1926. 

 Darst. R. Kuhnu. H. J. Haas, Angew. Chem. 67, 785 [1955]; R. K6ppen, 
ebenda 68, 152 [1956]; s.a. C. Weygand, Organisch-chemische Experimentier- 
kunst, Verlag Barth, Leipzig 1948, S. 158. 
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Ausfiihrung der Bestimmung: Zuerst wurden die Ansatzkélbchen der Reak- 
tionsgefaBe mit 0,1—0,6 mg der zu bestimmenden Substanz, gelést in einer genau 
abgemessenen Menge Lésungsmittel (0,1—0,4 ccm), beschickt. In das HauptgefaB 
brachte man dann genau 1 ccm des reinen Lésungsmittels und etwa 2 mg Kataly- 
sator, welcher vor der Zugabe etwas angeteigt worden war, um ein Verstauben in 
die Ansatzkélbchen beim Einbringen zu vermeiden. Nach griindlichem Ausspiilen 
des Reaktionsraumes mit Wasserstoff wurde bei geringem Wasserstoffstrom die 
Entliftungskapillare geschlossen, der Wasserstoff abgestellt und durch Schiitteln 
der Katalysator aushydriert, was etwa 90 Min. in Anspruch nahm. Nach Einstellen 
des rechten Manometerschenkels auf die 150-mm-Marke wurde die DNP-Verbin- 
dung durch Kippen des GefaiBes mit dem Katalysator vereinigt. Beim Schiitteln 
nahm die Probe nun rasch Wasserstoff auf, doch wurde eine endgiiltige Volum- 
konstanz erst nach etwa 30 Min. erreicht. Der bei erneuter Einstellung des rechten 
Manometerschenkels auf die 150-mm-Marke am linken Schenkel abgelesene Druck- 
unterschied Ap wurde zur Berechnung der aufgenommenen Wasserstoffmenge 
nach folgender Formel verwendet ?®??: 


AV = 


AV Aufgenommenes Gasvolumen, reduziert auf Normalbedingungen. 

Vq@ Reaktionsvolumen bis zur 150-mm-Marke des rechten Manometer- 
schenkels abziiglich des Lésungsmittelvolumens. 
Volumen der Fliissigkeit. 
Druckunterschied in mm Manometerfliissigkeit, abgelesen am linken 
Manometerschenkel vor und nach der Hydrierung. 
Normaldruck in mm Manometerfliissigkeit (bei Brodie-Lésung 10000, 
bei Wasserfiillung 10351). 
Bunsenscher Absorptionskoeffizient fiir das betreffende Gas in der Fliissig- 
keit. Fiir Wasserstoff in Eisessig 0,061*, in Wasser 0,027. 

Bei simtlichen Versuchen lief ein mit der gleichen Menge Filiissigkeit. be- 

schicktes zweites Reaktionsgefa8 als Thermobarometer parallel. 


Kolorimetrische Bestimmung des Gesamtstickstoffs 
in DNP-Verbindungen 


Verwendetes Reagens nach Nessler-Winkler’: 10 g rotes Hg(II)-jodid und 
8g Kaliumjodid werden in 100 ccm 20-proz. NaOH gelést. Ein sich bildender 
Niederschlag wird durch ein Glasfilter abfiltriert. 

Die zu bestimmende Substanz wird zuerst in einem genau abgemessenen 
Volumen 0,2-n.H,SO,, wie im vorhergehenden beschrieben, reduziert. Dann ent- 
nimmt man der Reaktionslésung 0,1 cem mit einem Stickstoffgehalt von 5—50 y 
und bringt sie in ein auf 10 ccm geeichtes Reagenzglas, welches bereits mit 0,1 ccm 
Kjeldahl-Schwefelsaure, enthaltend 10% P,O,; und 1—2 mg Selenreaktionsgemisch, 
beschickt ist. Man erhitzt die Glaschen in einem elektrisch beheizten AufschluB- 
gestell, bis die Lésung klar wird. Nach dem Abkiihlen versetzt man mit 5 cem 
bidest. Wasser und mit 1 ccm 20-proz. NaOH und fiillt mit bidest. Wasser bis zur 
Marke auf. Dann gibt man 0,5 ccm Nessler-Winkler-Reagens zu, schiittelt um 
und kolorimetriert nach 20—30 Min. bei 405 mu. Die Stickstoffwerte werden aus 
den Extinktionen an Hand einer Eichkurve, die mit Ammcniumsulfat aufgestellt 
worden war, ermittelt. Blindbestimmungen ohne Stickstoff miissen jeweils parallel 
ausgefiihrt werden. Die Genauigkeit betragt etwa 3—4°%, ('Tab. 3). 


122 W.W. Umbreit, R. H. Burris u. J. F. Stauffer, Manometric Techni- 
ques and Tissue Metabolism, Burgess Publ. Co. Minneapolis 15, 2. Aufl. (1951). 
13 R. Willstatter u. E. Waldschmidt-Leitz, Ber. dtsch. chem. Ges. 54, 

113 [1921]. 
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Tab. 3. Gesamt-N-Bestimmung in DNP-Derivaten mit Nessler-Winklerschem 
Reagens nach katalytischer Hydrierung. 








DNP-Verbindung mhisraage Extinktion Neet. Nber. aon 
iny y y chung ",, 

DNP-Colamin . . 49,00 0,260 8,9 9,07 —1,9 
49,00 0,280 9,6 9,07 +3,6 

98,00 0,500 17,5 18,14 —3,5 

DNP-Aminobutanol 51,25 0,245 8,3 8,27 +0,4 
51,25 0,235 8,0 8,27 — 3,3 

51,25 0,250 8,5 8,27 +2,8 

Di-DNP-Lysin . . 48,33 0,257 8,5 8,50 +0,0 
98,70 0,524 17,6 17,00 +3,6 

DNP-Alanin .. . 59,25 0,310 10,04 7,96 4+-2,9 
118,50 0,545 18,7 19,52 —4,2 

177,75 0,825 28,5 29,28 —2,7 

















Herrn Prof. GraBmann méchten wir fiir zahlreiche Hinweise und Unter- 
stiitzung vielmals danken. Simtliche Peptide wurden uns von Herrn Dr. E. Wiinsch 
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt, wofiir inm ebenfalls gedankt sei. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir die erwiesecne 
Unterstiitzung sehr dankbar. 


Zusammenfassung 


Dinitrophenylverbindungen lassen sich in Mengen von 1—4 uMol 
quantitativ bestimmen, indem man die bei der katalytischen Hydrierung 
der Nitrogruppen aufgenommene Wasserstoffmenge in der Warburg- 
Apparatur miBt. Das Verfahren ist vor allem in der Eiweifchemie zur 
quantitativen Bestimmung dinitrophenylierter Aminogruppen von Be- 
deutung, eignet sich aber auch zur Bestimmung phenolischer Hydroxyl- 
gruppen, die sich leicht durch den Dinitrophenylrest substituieren 
lassen. Die Brauchbarkeit der Methode wird mit der des iiblichen 
kolorimetrischen Verfahrens verglichen. 


Summary 


Dinitrophenyl compounds, in quantities of 1—4mmol, can be 
estimated quantitatively by measuring the hydrogen absorbed in the 
catalytic reduction of the nitro groups in the Warburg apparatus. The 
method is of particular value in protein chemistry for the quantitative 
determination of dinitrophenylated amino groups. It can also be used 
for the estimation of phenolic hydroxy! groups which are readily sub- 
stituted by the dinitropheny] residue. The applicability of the method is 
compared with that of the normal colorimetric method. 
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Bis-Reduktone aus 3.4-Dihydroxy-dicarbonsaéure- 


(2.5)-estern des Furans, Thiophens, N-Phenyl-pyrrols 
und Selenophens 


Von 
Hans v. Euler und Hans Hasselquist 


Aus dem Institut fiir organisch-chemische Forschung und dem Vitamin-Institut der Universitat 
Stockholm 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Juni 1956) 


Die hier beschriebenen Bis-Reduktone sind Vertreter eines neuen, 
bisher noch nicht isolierten Typus von Reduktonen (sie reduzieren in 
saurer waBriger Losung Tillmans Reagens zu 5—10°% wie aci-Reduk- 
tone!). Sie sind kraftige Redox-Katalysatoren. Indem wir je eine Endiol- 
gruppe als Funktionsgruppe betrachten, zahlen wir die Bis-Reduktone 
den ,,bifunktionellen‘‘ Stoffen zu, deren biochemische Rolle Druckrey? 
wiederholt hervorgehoben hat. 

Wie andere aci-Reduktone, z. B. Ascorbinsaéure*, haben die unter- 
suchten Bis-Reduktone die Fahigkeit, die Viscositat hochmolekularer 
Stoffe (Pektine, Mucoide u. a.) zu erniedrigen und die Durchlassigkeit 
vieler Zellmembranen zu erhdhen. 

Uber Toxizitit, Keimungshemmung (beim Kresse- und Gersten- 
wurzeltest), antimitotische Wirkung und Hemmung des Yoshida-Ascites- 
Carcinoms bei Ratten wird mit B. v. Euler ausfihrlich an anderer 
Stelle berichtet werden. Hier seien diesbeziiglich nur 3 Punkte hervor- 
gehoben: 1. Die erwahnten biologischen Wirkungen der Dihydroxy- 
dicarbonsaure-(2.5)-ester des Furans, Thiophens und N-Phenyl-pyrrols 
sind in Lésungen bzw. in Suspensionen von 3mg bis 10 mg/10 ml 
schwach, die des entsprechenden Selenophen-dicarbonsiaureesters wesent- 
lich starker. 

2. Keimungshemmung, antimitotische Wirkung (gemessen an 
Yoshida-Ascites-Carcinom-Zellen*) und Hemmung der Entwicklung des 
Yoshida-Ascites-Carcinoms bei Ratten nehmen deutlich zu, wenn die 
untersuchten Hetero-5-Ringe zu den bifunktionellen Bis-Reduktonen 
aufgespalten werden. 

3. In Kombination mit Urethan und Cortison tritt eine Verstarkung 
der antimitotischen und der tumorhemmenden Wirkung ein. 


1 Bzgl. aci-Reduktonen siehe H. v. Euler u. H. Hasselquist, Kem. Arb. 
16, IIT [1954]; Chem. Ber. 88, 991 [1955]. 

2 H. Druckrey, P. Danneberg u. D.Schmahl, Arzneimittel-Forsch. 3, 
151 [1953]. — Pubbl. Staz. Zool. Napoli 24, 247 [1953]. 

3 H.v. Euler u. M.L.Stein, Makromolekulare Chem. 15, 60 [1955]; 
H. v. Euler u. H. Hasselquist, Ark. Kemi 8, nr 37 [1955]. 

4 L. Resegotti u. H. v. Euler, Ark. Kemi 10, im Druck. 
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A. Derivate der 3.4-Dihydroxy-furan-dicarbonsaéure-(2.5). 
dialkylester 


Hans v. Euler und Hans Hasselquist, 





Man erhalt nach einem von Johnson und Jons® angegebenen 
Verfahren diese Alkylester, denen die Darsteller die StrukturI zu- 
schrieben. Das von Hasselquist® vertretene Formelbild II stimmt mit 
dem iiberein, das Hoehn’ — allerdings ohne experimentelle Belege — 
vorgeschlagen hat. 


oc--—-co HO—C-——-C—OH 
| | I 
RO,C—CH HC—CO,R RO,C—C C—CO,R 
ar 
I: R = CH, I 


Fir den Athylester fand Hasselquist® Amax’ 284 my und log Emax 4,25. 
Eine neue Aufnahme des UV-Spektrums an dem von uns verwendeten Methy]l- 
ester (c = 8,15 y/ml in Wasser) ergab Amax 282,5 mu und log Emax 4,25. 

Der Methylester bleibt auch bei 3 stdg. Erhitzen mit Pheny]l- 
hydrazin’ in essigsaurer Lésung unverindert. Hingegen liefert er mit 
Acetanhydrid leicht eine Diacetylverbindung. 

Auf Grund dieser Befunde mu den erwaéhnten Furandicarbon- 
siureestern nicht die Struktur I, sondern die Dienolform II zukommen. 

In Ubereinstimmung damit tritt durch Zusatz einer aquivalenten 
Menge Alkali oder Baryt sofort, also ohne vorhergehende Aufspaltung 
des Furanringes, Salzbildung ein. Diese Salze sind farblos und in Wasser 
léslich und kénnen daraus durch Alkohol ausgefallt werden. 

Wird die waBrige Suspension des Esters mit einigen Tropfen einer Lésung von 
Tillmans Reagens versetzt, so tritt langsam Entfarbung ein, die bei py 5—6 und 
weiterem Zusatz von TR unter Ringspaltung fort- HO—C——C_OH 
schreitet. 7 M 

Der Furanring des Esters wird in warmer HO-C C-—R 
waBriger oder schwach alkalischer L6- R’-0.C bo -R’ 
sung leicht aufgespalten; es entsteht ein Pro- ‘ 


dukt III, das sich gegen TR wie ein Bis-Endiol oe pak 
(Bis-Redukton) verhalt; es verbraucht je Ester- V: R = NH-O,H, 


Molekiil 2 Aquivalente Tillmans Reagens (TR). p— CH, oder O,H, 
Allerdings wurde der Endiol-Gehalt des 

Produktes durch die Jodtitration etwas geringer gefunden, namlich 

1,7 Aquiv.; dieser Wert stimmt aber mit dem mittels TR ermittelten 

geniigend iiberein, um den Schlu8 zu gestatten, daB im alkalibehandel- 

ten Estermolekiil zwei Endiol-Gruppen vorliegen. 


5 T. B. Johnson u. C. O. Jons, Amer. chem. J. 36, 290 [1906]; — siehe auch 
O. Hinsberg, Ber. dtsch. chem. Ges. 45, 2413 [1912]. 

6 H. Hasselquist, Ark. Kemi 7, nr 16 [1955]. 
7 W. M. Hoehn, Iowa State Coll. J. Sci 11, 66 [1936]. 
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Alle Derivate befinden sich in waBriger Lésung im folgenden 
Gleichgewicht: 


HO—C--C—OH HO—C——C—OH 

| | as i 
H,CO,C-C  C—CO,CH, < HR-C C—OH 
Ré H,CO,C —-CO,CH, 


R = 0, Se, NC,H; 


Oxydation: Wird der Furandicarbonsaureester mittels Jodlésung 
bis zum Umschlag oxydiert, so entsteht auf Zusatz von Phenylhydrazin- 
hydrochlorid beim Stehenlassen tiber Nacht ein gelbroter, krist. Nieder- 
schlag vom Schmp. 130—132°. 

Wird der Furandicarbonsiureester oder dessen Alkalisalz unter 
LuftabschluB mit 2-n. Natronlauge erwairmt, so entsteht ein krist. 
Produkt vom Schmp. 139°, dessen waBrige Lésung mit FeCl, eine be- 
stiindige rotviolette Farbung gibt. Durch Titration mit TR erweist es 
sich als 3.4-Dihydroxy-furan-carbonsaure (2). 


Halt man diese Monocarbonsaure beim Schmp. 139°, bis die Gasentwicklung 
aufgehért hat, so scheidet sich aus der erkaltetenSchmelze eine neue Substanz aus, 
die TR in waGriger saurer Losung bei 80° schnell entfarbt. 


Viscositatserniedrigung durch ein Bis-Endiol 


Vor einiger Zeit wurde in diesem Institut*® der EinfluB von Reduk- 
tonen auf die Viscositaét von Pektin gemessen, mit dem Ergebnis, daB 
simtliche untersuchten aci-Reduktone die Viscositét des Pektins stark 
und schnell, und zwar in verschiedenem Grad, erniedrigen. An einem aus 
Zitronenschalen frisch hergestellten Pektinpriparat haben wir nun auch 
den EinfluB des durch Ringspaltung aus 3.4-Dioxy-furan-dicarbonsaure- 
(2.5)-dimethylester entstandenen Bis-Endiols ermittelt (Abb. 1). 

Dabei zeigte sich, daB diesem Bis-Endiol ebenfalls die viscositiats- 
erniedrigende Wirkung eigen ist. Seine Wirksamkeit per Konzentrations- 



































1UU: 
Abb. 1. Erniedrigung der relativen | I 
Viscositat (Substrat = 100, Wasser 8 6807 
= 0) einer Pektinlésung durch das 8 
durch Ringspaltung aus I entstan- & ae 
dene Bis-Endiol. Konz.: 600 mg Pek- ~ © a 
tin/100 ml Lésung. Kurve I: ohne © » Pa 
Zusatz, Kurve II: mit 10mg Endiol/ 49 a, 
100 mi, Kurve III: 14mg Ascorbin- eae, al 
saure/100 ml. I 
” j 10 5 Min _ 40 


8 H. v. Euler u. M. L. Stein, 1. c.3; H. Hasselquist, Ark. Kemi 9, 147 
[1955]. 
4* 
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einheit ist zwar derjenigen der Ascorbinsiure unterlegen aber doch, 
wie Kurve II der Abb. 1 zeigt, sehr deutlich. Durch 10 mg/100 ml wird 
die Viscositaét des Pektins in 8 Min. auf die Halfte erniedrigt. 


B. Derivate des 3.4-Dihydroxy-thiophen-dicarbonsaure-(2.5)- 
dimethylesters 


Dem im vorhergehenden besprochenen Furandicarbonsaure-ester 
entspricht ein Thiophen-dicarbonsiure-ester, der zuerst von O. Hins- 
berg® beschrieben wurde. Der Thiophenring desselben ist stabiler als 
der Furanring. Durch Erwirmen des Esters in waBriger Lésung tritt 
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Abb. 2. UV-Absorption der 3.5- 
3 Dihydroxy-dicarbonsaure-(2.5)-di- 
methylester des N-Phenyl-pyrrols 
(I), Selenophens (II) und Thio- 
phens (III). 
2 
“300-350 
mp —— 


noch keine Reduktion des TR ein. Durch Erwarmen in alkalischer 
Lésung entsteht das Bis-Redukton IV. Der Ester liefert mit Acet- 
anhydrid ein Diacetylderivat. 

Die Absorption im UV zeigt die gleiche Struktur wie die unter- 
suchten Ester des N-Phenyl-pyrrols und des Selenophens an (Abb. 2), 
die mit der des Furanesters iibereinstimmt. 


C. Derivate des N-Pheny1-3.4-dihydroxy-pyrrol- 
dicarbonsaure-(2.5)-dimethylesters 


Der im wesentlichen nach der Vorschrift von Johnson und 
Bengis’® aus Anilin-N-diessigsiure-dimethylester dargestellte Ester 
ist in Wasser sehr schwer, in iiberschiissigem Alkali leicht léslich mit 
intensiv gelber Farbe. Er reduziert TR sehr langsam in saurer oder 
neutraler, schneller in alkalischer Lésung. Erhitzt man die Substanz in 
alkalischer Lésung einige Minuten unter Stickstoff und séuert dann an, 
so wird zugesetztes TR in groBer Menge sofort entfarbt. Es bildet 
sich ein Bis-Endiol (V Gleichgewichtsform). 





® 0. Hinsberg, Ber. dtsch. chem. Ges. 48, 901 [1910]. Siehe auch 
R. H. Thomson, Quarterly Rev. 10, 27 [1956]. 
10 B. Johnson u. R. Bengis, J. Amer. chem. Soc. 38, 745 [1911]. 
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Mit Acetanhydrid gibt der Dimethylester leicht ein Diacetyl- 
derivat, das sich beim Erhitzen in alkalischem Medium mit gelber Farbe 
lést, was anzeigt, daB eine hydrolytische Abspaltung unter Riickbildung 
des Ausgangsmaterials stattgefunden hat. 


D. Derivate des 3.4-Dihydroxy-selenophen-dicarbonsiaure- 
(2.5)-dimethylesters 


Dieses bisher nicht beschriebene Selenophenderivat wurde aus 
Selenodiglykolsiure-dimethylester nach einem der Bereitung der ent- 
sprechenden Thiophenverbindung analogen Verfahren dargestellt. Es 
ist weniger stabil als die entsprechende Thiophenverbindung und 
erleidet bei 50° schon in waBriger Lésung hydrolytische Ringspaltung. 
Aus der Titration mit TR ergibt sich, daB ein Bis-Redukton ent- 
standen ist. 

Bei der Einwirkung von Acetanhydrid entsteht eine gut kristalli- 
sierende Verbindung, die sich nach ihrem Schmp. und Misch-Schmp. 
von 141° als identisch mit der Diacetylverbindung des entspr. Furan- 
dicarbonsaureesters erwies. Auch die Analyse bestiitigte die Identitat. 
Es findet also bei der Acetylierung ein Austausch des Se-Atoms gegen O 
statt, offenbar in der Weise, daB der Selenring gespalten wird, dann die 
SeH-Gruppe durch OH ersetzt wird und schlieBlich ein Furanring unter 
Wasserverlust entsteht. 

Die vier hier beschriebenen, aus Dihydroxy-Derivaten von Hetero- 
Fiinfringen dargestellten Verbindungen sind unseres Wissens die einzigen 
bisher isolierten Bis-Reduktone. Vor etwa 8 Jahren! haben wir Bis- 
Reduktone aus Monosen zu gewinnen versucht: Wir fanden, daB nach 
Behandlung von D-Xylose in 65° warmer alkalischer Lésung bei der 
Titration mit TR-Lésung ,,so viel TR verbraucht wird, wie wenn aus 
1 Mol. der Pentose zwei Endiol-Gruppen gebildet wiirden‘. Dieser 
Vorgang tritt vielleicht zunaichst ohne Spaltung des Pentosemolekiils 
ein, etwa unter Bildung eines Bis-Endiols 


CH—-C—C—C—CH, 
OH OH OHOH 


welches dann bei der Oxydation durch TR zerfallt. 

Bei der alkalischen Hexose-Spaltung tritt eine Vorstufe des Triose- 
Reduktons auf}2, die sich aber nicht als Hexose-bis-Redukton er- 
kennen lieB. 

Beschreibung der Versuche 

A. 3.4-Dihydroxy -furan-dicarbonsaure - (2.5) -dimethylester 

(I): Darst. nach Johnson und Jons bzw. Hinsberg’. 
CsH,0, (216,1) Ber. C 44,45 H3,73 Gef. C 44,59 H3,91 
11H. v. Euler u. H. Hasselquist, Karrer-Festschrift, Experientia [Basel] 


5, 81 [1949]. 
122 H.v. Euler u. H. Hasselquist, Liebigs Ann. Chem. 588, 205 [1954]. 
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Titration mit NaOH: 14,0 mg Sbst., in Alkohol aufgeschlimmt, ver- 
brauchten bei 20° 10,0 ml 0,00928-n. NaOH. Aquiv.-Gew. gef. 151. 


1 Mol C,H,0, entspricht 1,43 Mol NaOH 


3.4-Dihydroxy-furan-dicarbonsaure-(2.5)-athylester, Titration mit 
Tillmans Reagens in saurer Lésung. 

4,8 mg des Furanderivates (Mol.-Gew. 244,2) verbrauchten, in 10 ml Wasser 
aufgeschlammt, bei 50° 9,75 ml 0,00825-n. TR-Lésung. 9,75 - 0,00825 = 0,0804 
mAquiv. TR. 2-4,8/244 = 0,0394 mAquiv. Furanderivat. 


0,0804 ee 
0,0394 2,04 Endiol-Gruppen. 
3.4-Dihydroxy-furan-carbonsaure-(2): 500 mg I wurden unter Stick- 
stoff mit 6 ml 2-n. NaOH auf dem siedenden Wasserbad 35 Min. erwarmt, dann 
mit Salzsiure bis po 3 angeséuert. Man extrahierte die gelbe Reaktionslésung 
dreimal mit Athylacetat, trocknete den Extrakt mit wasserfreiem Natriumsulfat 
und verdampfte ihn im Vak. zur Trockne. Der Riickstand, eine schwach gefarbte 
Kristallmasse, lieferte beim Umkristallisieren aus Athylacetat 200 mg kleiner 
gelbgrauer Kristalle, die bei 139° unter starker Gasentwicklung schmelzen und 

in Athylacetat ziemlich, in Methanol und in Wasser sehr leicht léslich sind. 

C;H,0;-1/. H,O (153,1) Ber. C 39,22 H3,29 Gef. C 38,71 H 3,65 
3.4-Diacetoxy-furan-dicarbonsaure-(2.5)-dimethylester: 100 mg 
I, in 1 mg Acetanhydrid aufgeschlammt, wurden mit 1 Tropfen konz. Schwefel- 
siure 10 Min. auf dem Wasserbad erhitzt und in Lésung gebracht. Nach dem 
Erkalten fiel durch Versetzen der klaren Reaktionslésung mit etwa der 4-fachen 
Menge Wasser ein gelbliches 01 aus, das beim Reiben zu breiten, stabformigen 
Kristallen erstarrte, die nach Umkristallisieren aus Benzol-Petroléther bei 141° 
schmelzen. Die Diacetylverbindung ist in den meisten organischen Lésungsmitteln 
leicht léslich, in Wasser und in Petrolither schwer léslich. Die Substanz er- 
wies sich identisch mit der durch Acetylierung des 3.4-Dihydroxy-selenophen- 

esters gewonnenen (s. S. 55). 

B. 3.4-Dihydroxy-thiophen - dicarbonsaure-(2.5) -dimethylester: 
Die gut kristallisierende, in Wasser sehr schwer lésliche Substanz schmilzt bei 
174° (Lit.5 178°). Sie liegt iiberwiegend in Dienolform vor; dementsprechend ver- 
brauchen die beiden Dienolhydroxyle Alkali. Das Diacetylderivat schmilzt bei 
105,5—106,5°. 

C. N-Phenyl1-3.4-dihydroxy-pyrrol-dicarbonsaure-(2.5)-dimethyl- 
ester: Darstellung nach Johnson und Bengis*® aus Anilin-N-diessigsaure- 
a Oxalsdure-diathylester und Na-Methylatlésung. Durch 

2-stdg. Erhitzen dieser Mischung auf demWasserbad entstand eine zihe Masse, die 
in Wasser gelést und mit Salzsiure bis zur stark sauren Reaktion versetzt 
wurde. Das krist. Produkt bildet aus Athanol farblose Prismen vom Schmp. 192°; 
dieselben sind in Wasser sehr schwer léslich, lésen sich aber in Alkali mit intensiv 
gelber Farbe. 

C,4H,30.6 N (291,3) Ber. C 57,73 H 4,50 N 4,81 Gef. C 58,05 H 4,22 N 4,84 

Die Sbst. verbraucht TR sehr langsam in saurer oder neutraler Lésung, 
schneller in alkalischer. Nach Erhitzen der alkalischen Lésung unter LuftausschluB 
und Ansauern mit Essigsiure werden grofe Mengen TR unmittelbar reduziert. 

Es war nicht sicher, ob der phenylsubstituierte Dicarbonsaureester ein 
Bis-Redukton liefern wiirde. Deswegen wurde der alkalibehandelte Ester, mittels 
TR-Lésung titriert. 4,8 mg der alkalibehandelten Sbst. wurde in 10 ml Wasser 
aufgeschlammt und bei 50° mit einer 0,00932-n. TR-Lésung titriert. 


Fir C,,H,,0,N (309,3): Eber. 77 Ezer. 92 
Einem Mol. alkalibehandelter Pyrrolester sollten demnach 1,7 Moll. Bis-Endiol 
entsprechen. 
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N-Pheny1-3.4-diacetoxy-pyrrol-dicarbonsaure -(2.5)-dimethyl- 
ester: Mit Acetanhydrid und 1 Tropfen Schwefelsiure geht der Methyl- 
ester C,,H,,0,N langsam unter Warmeentwicklung in Liésung; bald darauf fallen 
die farblosen Nadeln des Acetylproduktes aus, das nach Umkristallisieren bei 188° 
schmilzt; der Misch-Schmp. mit dem Ausgangsmaterial lag bei 165—168°. Das 
Diacetylderivat ist schwerléslich in Alkali. 

C,sH,,0,N (375,3) Ber. C 57,60 H 4,57 N 3,73 Gef. C 57,39 H 4,65 N 3,91 


D. 3.4-Diathoxy-selenophen-dicarbonsaure-(2.5)-dimethylester: 
Die Lésung von 4,5 g NaOH in 10 ml Wasser wurde mit Selenwasserstoff 
gesittigt, mit einer Lésung von 4,5 g NaOH in 10 ml Wasser vereinigt und das 
Gemisch zu einer Lésung von 19 g Monochloressigsaure, 20 g krist. Natrium- 
carbonat und 10 ccm Wasser gegeben. Die Reaktion trat unter Warme-Ent- 
wicklung ein. Nach weiterem 1-stdg. Erwarmen war die Lésung ganz klar. Nun 
setzte man 22 g konz. Schwefelsiure zu und lieB die Mischung iiber Nacht im Eis- 
schrank stehen. Sie wurde dann bis zur Trockne eingedunstet, der Riickstand mit 
etwa 50 ml Methanol versetzt und durch Einleiten von Salzsaiure verestert. Man 
filtrierte nun die ungelésten Na-Salze ab, verdiinnte das Filtrat mit der doppelten 
Menge Wasser und extrahierte den entstandenen Ester mit Benzol. Dieses wurde 
auf dem Wasserbad zusammen mit Monochloressigsdure-ester abdestilliert. Der 
Seleno-diglykolsiure-dimethylester destillierte bei 129—130°/Torr. 

16g Seleno-diglykolsaure-dimethylester wurden mit 1,5 g Oxal- 
siure-diathylester und dann mit 0,75 g Natrium in 15 m/ Methanol versetzt, 
wodurch ein gelbgriines Gel entstand. Tagsdarauf wurde das Gel in Wasser und 
konz. HCl gelést. Durch Zusatz von iiberschiiss. Salzsaure fiel ein Rohprodukt aus, 
das kolloidales Selen enthielt. Es wurde durch Umkristallisieren aus Athanol 
gereinigt und in farblosen Nadeln vom Schmp. 209° erhalten. Ausb. 0,75 g reiner 
3.4-Diathoxy-selenophen-dicarbonsaure-(2.5)-dimethylester: Schmp. 
209°. 


C,.H,,0,Se (335,2) Ber. C 42,99 H 4,51 Gef. C 42,66 H 3,61 
Acetylierung: Die Einwirkung von Acetanhydrid fiihrt zu dem S. 54 be- 
schriebenen 3.4-Diacetoxy-furan-dicarbonsaure-(2.5)-dimethylester vom Schmp. 
und Misch-Schmp. 141°. 
Fiir C,,H,,0, (300,2) Ber. C 48,01 H 4,03 Gef. C 48,31 H 4,62 
Die analytischen H-Werte werden durch die Gegenwart des Se zu niedrig 
gefunden. 


Fir eifrige und wertvolle Mitarbeit sind wir Herrn Ingenieur Hans Wahl- 
stam sehr zu Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


Darstellung, Eigenschaften und Derivate von 4 biologisch wirksamen 
Vertretern eines neuen Typus von Reduktonen aus 3.4-Dihydroxy- 
dicarbonsiure-(2.5)-dimethylestern des Furans, Thiophens, N-Phenyl- 
pyrrols und Selenophens werden beschrieben. 


Summary 


The preparation, properties and derivatives of four biologically 
active reductones of a new type are described. The compounds are 
derived from the dimethyl esters of the 3.4-dihydroxy-2.5-dicarboxylic 
acids of furane, thiophene, N-phenylpyrrole and selenophene. 
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Beobachtungen bei der Saurehydrolyse des Galaktogens 


V. Mitteil.*): Die saurestabilen Phosphorsaureester 


Galaktose-6-phosphorsaure, frei, und als Bestandteil 
phos} 
einer Trisaccharid-monophosphorsaure) 


Von 
H. Weinland 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Erlangen 
Vorstand: Prof. Dr. Dr. F. May 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Juni 1956) 


Die Phosphorsiure des Galaktogens ist noch nach 12 stdg. Hydrolyse 
in n/10-Schwefelsiure teilweise in Bindung. Bei papierchromatographi- 
scher Aufteilung eines Hydrolysenspaltstiick-Gemisches kann man eine 
positive Reaktion nach Hanes und Isherwood! auf gebundene 
Phosphorséure erhalten; der Phosphor findet sich in den beiden mit 
Benzidin anfairbbaren Zonen ,,Frakt. 5 und 6‘ der II. Mitteilung, I. c.?. 
Durch Papierelektrophorese lassen sich die phosphathaltigen Spalt- 
stiicke von den in der gleichen Zone abgelagerten Tri- bzw. Penta- 
sacchariden trennen. Nach der Eluierung aus den Elektropherogrammen 
und Einengung im Vakuum erhialt man so beide phosphathaltige Frak- 
tionen als sirupartige Lésungen; sie werden im folgenden als ,,Frakt. 5 
negativ’’ und ,,Frakt. 6 negativ’ bezeichnet, ,,negativ‘‘, weil sie sich 
nicht weit von der Anode entfernen. Da bei der Elektrophorese in al- 
kalischem Puffer gearbeitet wurde, lagen die Phosphorsaureester 
neutralisiert vor, px der Lésung 6—7. Die freien Phosphorsiureester 
wurden nicht gesondert dargestellt. 

In der folgenden Tabelle sind einige analytische Daten beider 
Fraktionen angefiihrt. ,,Frakt. 5 negativ’’ zeigt vor und nach Kochen 
mit 1-n.HCl die gleiche Reduktionskraft, enthalt also keinen glyko- 
sidisch gebundenen Rest, der unter diesen Bedingungen abgespalten 
wire. Die Phosphorsiéureanalyse ergibt, daB8 auf jede reduzierende 
Gruppe eine Phosphorsaure trifft. ,,Frakt. 5 negativ‘‘ ist demnach eine 
Galaktosemonophosphorsiure mit freier Aldehydgruppe. 

,Frakt. 6 negativ zeigt nach Kochen mit l-n.HCl einen Anstieg 
ihrer Reduktionskraft auf das 2—3-fache. Auch hier ergibt die Phosphor- 
bestimmung auf 1 Aldehydgruppe der nicht invertierten Substanz 
1 Phosphorséuregruppe. Demnach handelt es sich bei dieser Fraktion 
um eine Trisaccharid-monophosphorsiaure mit freier Aldehydgruppe. 


*) IV. Mitteil.: F. May u. H. Weinland, diese Z .805, 207 [1956]. 
1©C.S8. Hanes u. F. A. Isherwood, Nature [London] 164, 1107 [1949]. 
2 H. Weinland, diese Z. 305, 87 [1956]. 
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Die Tabelle enthalt ferner die bei Elektrophorese gefundenen 
Wanderungsstrecken bei anodennahem Start im Vergleich zur konstanten 
Ablagerungsstelle der elektroneutralen Galaktose, die mitgewandert war. 
Der Abstand von der Anode ist fiir die Trisaccharid-monophosphorsiaure, 
entsprechend ihrem héheren Prozentsatz an elektroneutralen Bestand- 
teilen, gréBer als bei der Galaktose-monophosphorsiaure mit 36° Phos- 
phat, die im Start liegen bleibt. 


Die phosphathaltigen Spaltprodukte des Galaktogens nach 12-stdg. 
Hydrolyse mit n/10-H,SO,*. 




















Frakt. 5 Frakt. 6 
negativ negativ 
Vor Invertierung Konz. (aus Trockengew. 

MITNBOAROME) Ete cr scsn Gl ay sys «ans. _ 2,29% 
Galaktose nach Macleod-Robison. ...... 0,18% 0,55% 
Galaktose nach Hagedorn-Jensen. ...... 0,15% 0,53% 
Nach Invertierung 
Galaktose nach Macleod-Robison. ...... 0,15% 1,38% 
Galaktose nach Hagedorn-Jensen. ..... 0,14% 1,25% 
Phosphor in 0,001 mMol Saccharid. ...... 24,6 y 23,1—25 y 
theoret. Wert fiir 0,001 mMol P pro 0,001 mMol 

NEI ad, eal se, ae ins) Os Ge, 6 ck ane. a 31,0 y 31,0 y 
Im Elektropherogramm zuriickgelegter Weg in 

Richtung nach der Kathode im Vergleich zu Ga- 

MERU Misys G, Sias.taieay es el eile 5. isa. aa 0,39 0,0 


* Die Werte sind jeweils bezogen auf die Ausgangslésung. 


Das Papierchromatogramm nach 3stdg. Hydrolyse der Galaktose- 
monophosphorsaure mit l-n. HCl zeigt, daB auch bei dieser relativ 
hohen HCl-Konzentration die Abspaltung der Phosphorséure nicht 
quantitativ erfolgt. Ein Teil der Galaktose-monophosphorsiure ist 
immer noch nachweisbar (vgl. Abb. 1a). 

Die Trisaccharid-monophosphorsaure ist nach Hydrolyse unter den 
gleichen Bedingungen als solche aus dem Chromatogramm verschwunden, 
hat aber als neues Spaltstiick einen Phosphorsaureester gebildet, der 
auch saureresistent ist und, nach seinem Ry-Wert = 0,02 zu schlieBen, 
identisch ist mit der oben beschriebenen Galaktose-monophosphorsaure 
(vgl. Abb. 2a). 

Die beobachtete Resistenz bei Séiurehydrolyse ist charakteristisch 
fir Hexose-6-phosphorsiuren**, so da man die obige Galaktose- 
monophosphorsiéure wahrscheinlich als Galaktose-6-phosphorséure an- 
sehen darf. Die Ansicht wird gestiitzt durch das Verhalten des Esters 
gegeniiber einer an D-Galaktose gewohnten untergirigen Bierhefe, von 


3 Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handbuch der Physiologisch- und patho- 
logisch-chemischen Analyse, 10. Auflage, Springer-Verlag Berlin 1955, Bd. III, 
8. 472. 

4 A.B. Foster, W.G. Overend u. M.Stacey, J. chem. Soc. [London] 
1951, 980. 
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der er nicht vergoren wird (vgl. Abb. 1b u. 2b), und auBerdem durch 
seine positive optische Drehung, die im Laufe der Spaltung ansteigt*. 
Eine genaue spezif. Drehung des Esters anzugeben, ist noch nicht 
mdglich, da die Art des Salzes unbekannt war. 

Die bei der Saurehydrolyse von Galaktose-monophosphorsaure 
teilweise abgespaltene Galaktose wird von an D-Galaktose gewohnter 
untergiriger Bierhefe vollstiindig vergoren (Abb. 1b). Dagegen bleibt 
bei Vergirung der abgespaltenen Galaktose aus der Trisaccharid- 
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ee —— - Galak tose -6- 
Start phosphorsdure 
se. Le eee i 
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¢ Start 1% 0-Galaktose 
a b 
Abb. la, b. Abb. 2a, b. 


Abb. 1. ,,Frakt. 5 negativ’’ nach 3stdg.Spaltung mit 1-n. HCl 
a unvergoren, b mit an p-Galaktose gewéhnter untergariger Bierhefe 3 Stdn. 
vergoren. 
Abb. 2. ,,Frakt. 6 negativ“ nach 3stdg. Spaltung mit 1-n. HCl 
a unvergoren, b mit an p-Galaktose gewohnter untergariger Bierhefe 3 Stdn. 
vergoren. 


monophosphorsdéure ein einwandfrei unvergirbarer Rest, der auf 
L-Galaktose schlieBen lit (in Abb. 2b zwischen den beiden punktierten 
Linien nur schwer zu erkennen). 

Die optische Drehung der Trisaccharid-monophosphorsiure wurde 


schwach positiv gefunden. Die Berechnung von [«]p wurde bewuBt | 


unterlassen, da die salzbildenden Kationen die Drehung der Zucker- 
phosphorsiuren beeinflussen®. 

Abb. 3 zeigt die zeitliche Verfolgung der Saurehydrolyse der 
Trisaccharid-monophosphorsaure in »/10-HCl. Man erkennt als Zwischen- 
produkte die beiden friiher beschriebenen /-gebundenen Galaktose- 
disaccharide*'*, durch deren Auftreten die Verzweigung der Trisaccharid- 
monophosphorsiure erkennbar wird, ferner ein drittes Zwischenprodukt 
mit Ry 0,02, also abgespaltene Galaktose-6-phosphorsiaure, die sich mit 

5 K. Hinsberg u. K. Lang, Medizinische Chemie, 2. Auflage, Urban & 


Schwarzenburg, Miinchen 1951, S. 53. 
6 F. May u. H. Weinland, diese Z. 305, 207 [1956]. 
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der Zeit stark ansammelt und schlieBlich zwei weitere Substanzen, 
zwischen Start und Galaktose-6-phosphorsiure gelegen, naimlich Galak- 
tose-trisaccharid-monophosphorsiure, die den Start noch beriihrt und, 
von ihr nur schwer abgrenzbar, wahrscheinlich Galaktose-disaccharid- 
monophosphorsaure, die sich ebenfalls anreichert. Die Startstelle selbst 
ist erst ab der 8. Stde. substanzfrei, d. h. erst dann ist die Trisaccharid- 
monophosphorsaure, die bei der Hydrolyse als 0,55-proz. Lésung (be- 
rechnet auf freie Trisaccharid-monophosphorsiure) vorlag, aus der 
Hydrolyse verschwunden. Verglichen mit den phosphorfreien Spalt- 
stiicken, die unter denselben Bedingungen in 0,032-molaren Lésungen 


o ae oe & & ‘yp | Galaxtose 





ad 








phosphorsdure 
nse = wins \ ] 
: Disaccharid -6 - 
i 2 a ‘ hill 5” ] “ 8 phosphor sqaure 
Galaktose 


Abb. 3. Hydrolyse der Galaktosetrisaccharid-6-phosphorsiure in n/10-HCl stiind- 
lich untersucht. Beginnend links mit OStdn., Auftragungen sauer. Die 6. Startstelle 
ist fiir die Testsubstanzen Milchzucker und Galaktose verwendet. 
nach 9—10 Stdn. nicht mehr nachweisbar sind ®, wiirde die Trisaccharid- 
monophosphorsiure bei gleicher Molaritat erst nach etwa 27 Stdn. ver- 
schwunden sein; d.h. die an einer Galaktose an C-6 gebundene Phosphor- 
siure verlangsamt auch die Abspaltung der Nachbar-Galaktosen 

wesentlich. 

Wihrend der Hydrolyse ist nach Abb. 3 die Konzentration des 
Disaccharids-1-3 stets gréBer als die des Disaccharids-1-6. Daraus darf 
man mit Wahrscheinlichkeit schlieBen, daB die Phosphorsaiure an der 
Seitenzweig-Galaktose der Trisaccharid-monophosphorsiure verestert 
ist. Die Saurespaltung fiihrt dann entweder zu Disaccharid-1-3 und Galak- 
tose-6-phosphorsaure, Spaltung a), oder zu Galaktose und zu Disaccharid- 
1-6-6-phosphorsiure, Spaltung b). Die Entstehung kleiner Mengen 
Disaccharid-1-6, wahrscheinlich aus Disaccharid-1-6-6-phosphorsaure 
zeigt an, daB in dieser Verbindung die 6-gebundene Phosphorsaure auch 
unmittelbar abgespalten werden kann, vor Offnung der glykosidischen 
Bindung oder mit anderen Worten, daB hier die Disaccharidbindung fast 
ebenso sdiurestabil geworden ist wie die Esterbindung. Nimmt man an, 
daf die Spaltung a) und b) gleich haufig vorkommen, so kann die Bil- 
dung von Disaccharid-1-6 etwa halb so oft erfolgen als die von Disac- 


Disaccharid-1-3 
Disaccharid-1-6 
Galaktose -6- 
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charid-1-3, wenn die beiden Spaltungsméglichkeiten von Disaccharid- 
1-6-6-phosphorsaéure wegen gleicher Saurestabilitat gleich oft gegeben 
sind. Das Verhiltnis bleibt im Hydrolysegemisch erhalten, weil, wie in 
der III. Mitteil.* gezeigt wurde, beide P-freien Disaccharide in n/10- 
HCl gleich rasch gespalten werden. 


& ] 
a a " 
l. C—H tae Ho—¢_H 
| ' 1 
H—C—OH H—C—OH 
| } | 
HO—C—H L C—H 
] O : | O 
HO—C—H 0-8 5 
| } | 
a H—C - 
| | 
-——CH, -H,C—OH 
an: meee 
L___6_8 
H—C—OH 
HO—C—H 
- | O 
HO—C—H 
| | 
= OH 
H,C—O—P=0 
\OH 


Beide aufgefundenen Phosphorsiureester, sowohl Galaktose-6- 
phosphorsiure als auch Galaktose-trisaccharid-6-phosphorsiure geben 
mit Mays Kupferlauge’ in der Kalte einen unldslichen blauen Nieder- 
schlag, der ebenso wie der von Galaktogen auch beim Erwarmen und 
Aufkochen der Lésung bestehen bleibt. Die phosphorfreien Galaktogen- 
spaltstiicke geben diese Reaktion nicht*. 

Durch die vorliegende Arbeit wird das Auftreten von Galaktose- 
6-phosphorsaure in biologischem Material erstmalig nachgewiesen. 
Es ist auffallig, daB die Phosphorsiiure wie in der Kartoffelstirke*® 
auch im Galaktogen an C, gebunden ist. Wie dort hemmt auch hier der 
6-Phosphorséureester den fermentativen Abbau der galaktosidischen 
Bindungen des Galaktogens, woriiber binnen kurzem berichtet wird. 


? F. May, Z. Biol. 95, 277 [1934]. 
8 Th. Posternak, Helv. chim. Acta 18, 1351 [1935]. 


* Offensichtlich ist die Entstehung unldslicher Kupferniederschlage nur | 


méglich, wenn der Phosphorsauregehalt relativ hoch ist. Der Kupferniederschlag 
von Glykogen, dessen Phosphorgehalt nur 4/,; von dem des Galaktogens betragt, 
geht beim Erwarmen in Lésung, der von diastatisch angegriffenem Glykogen, in 
welchem der Phosphorgehalt entsprechend gestiegen ist, ist dagegen wesentlich 
stabiler. Andere phosphorsaurereiche Polysaccharide, die zum Teil keine unlés- 
lichen Kupferverbindungen liefern, scheinen die Phosphorsiure in polymerer 
Form oder anderweitig intramolekular abgebunden zu haben. 
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Beschreibung der Versuche 


1. Untersuchung von ,,Frakt. 5 negativ“ 

Die farblose trockene Substanz, in etwa 1 ccm Wasser gelést und zentrifugiert, 
wird quantitativ in ein 1,5-com-MeBkélbchen iibergefiihrt und dieses zur Marke 
aufgefillt (Ausgangslosung). 

Optische Drehung der Ausgangslésung im 10-cm-Halbmikrorohr: + 0,16° 
+ 0,02° (Mittelwert aus 10 Ablesungen). 

Die gesamte Ausgangslésung wird im 5-ccm-MeBkélbchen quantitativ ge- 
sammelt und zur Marke aufgefiillt (Verdiinnung 1:3,33). 

Diese Lésung wurde verwendet zur: 

. Invertierung, 

. Aldshydgruppenbestimmung nach Macleod-Robison’®, 

. Recuktionsbestimmung nach Hagedorn-Jensen (Galaktosemethode)?, 

. Bestimmung des Gesamtphosphors nach Hahn!, modifiziert nach 
Weinland®. 


POD 


ad 1. 

2ccm der 1:3,33 verdiinnten Ausgangslésung werden im 1,5-ccm-MeB- 
kélbchen durch Einengen im Vak. bei 10 Torr und Zimmertemperatur gesammelt 
und zur Trockne eingedampft, dann mit 0,4 ccm 1-n. HCl versetzt und 3 Stdn. 
im kochenden Wasserbad invertiert, anschlieBend mit 2-n.NaOH neutralisiert 
und zur Marke aufgefiillt. 

Die invertierte Lésung diente zur: 

a) Bestimmung der optischen Drehung, 

b) Aldehydgruppenbestimmung nach Macleod- Robison, 

c) Reduktionsbestimmung nach Hagedorn-Jensen, 

d) Bestimmung des Gesamtphosphors, 

e) Papierchromatographie. 

ad a) Optische Drehung der invertierten Lésung im 10-cm-Halbmikrorohr: 
+ 0,25 + 0,01 (Mittelwert aus 10 Ablesungen). 

Nun Verdiinnung der invertierten Lésung fiir Analyse b) und c): 

Die invertierte Lésung wird quantitativ in einem 5-ccm-MeBkélbchen ge- 
sammelt und zur Marke aufgefillt (Verdiinnung 1:11,09). Mit dieser Lésung wird 
die Bestimmung nach Macleod-Robison unmittelbar ausgefiihrt; fiir die 
Reduktionsbestimmung nach Hagedorn-Jensen wird die Lésung weiter ver- 
diinnt. 

ad b) Aldehydgruppenbestimmung nach Macleod-Robison: 

2ccm verbrauchen 0,79 com n/200-Thiosulfat (Einzelbestimmung), entspr. 
356 y Galaktose bzw. 0,0020 mMol Zucker. 

adc) Reduktionsbestimmung nach Hagedorn-Jensen (Galaktosemethode): 
0,5 cem der oben fiir Macleod- Robison 1:11,09 verdiinnten invertierten Lésung 
wird im MeBkélbchen ad 5 ccm aufgefillt; nun Verdiinnung 1:110,9. 

2ccm verbrauchen 1,85 ccm n/200-Thiosulfat (Einzelbestimmung), entspr. 
35 y Galaktose. . 

1 ccm verbraucht 1,93 + 0,01 ccm n/200-Thiosulfat, entspr. 17 y Galaktose. 


Mittel fiir 1 com: 17 y+ 0,5 y Galaktose., 





® M. Macleod u. R. Robison, Biochem. J. 28, 517 [1929]. 

10 P, A. Larsson u. S. L. Sveinsson, Skand. Arch. Physiol. 88, 58 [1939]. 
(Eine fiir Galaktose abgewandelte Hagedorn-Jensen- Methode.) 
11 F. Hahn, Angew. Chemie 60, 207 [1948]. 
122 H. Weinland., diese Z. 305, 219 [19561. 
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ad d) Bestimmung des Gesamtphosphors: 2ccm der 1:11,09 ver. 
diinnten, invertierten Ausgangslésung werden im Kjeldahl-Kélbchen verascht, 
mit Wasser aufgenommen, neutralisiert und im 50-ccm-Me8kélbchen zur Marke f 
aufgefiillt (Analysenlésung). 


Mikromethode: 2 ccm = 0,81+-0,04 Extinktion, entspr. 1,76 y P* 
Makromethode: 20 com = 0,44’'+ 0,002 Exiink i ion, entspr. 16, 5 y: p* 


~ Mittel fiir 50 ccm Analysenlésung: 42,5 y + 2,5 y Phosphor. 

* Mittelwerte aus mehreren Analysen. 
ade) Die restliche invertierte Lésung aus 1b) wird nach Einengen zu 

papierchromatographischen Untersuchungen verwendet. 


ad 2. ; 

Aldehydgruppenbestimmung nach Macleod-Robison in der nicht in-) 
vertierten Lésung: 1 ccm der 1:3,33 verdiinnten Ausgangslésung verbraucht f 
1,19 ccm n/200-Thiosulfat (Einzelbestimmung), entspr. 536 y Galaktose bzw. ) 
0,003 mMol Saccharid. | 
ad 3. 

Reduktionsbestimmung nach Hagedorn-Jensen (Galaktosemethode) in 

der nicht invertierten Lésung: 
0,5 com der 1:3,33 verdiinnten Ausgangslésung werden in MeBkélbchen ad 

5 cem aufgefiillt; nun Verdiinnung 1: 33,3. 


2 ccm verbrauchen 1,61 ccm n/200-Thiosulfat (Einzelbestimmung), entspr. 
91 » Galaktose. 
leem yerbraucht 1,82+-0,015 ccm n/200-Thiosulfat, entspr. 42 y+ 3 y 
oat. 2 i 
Mittel fiir 1 com: 45 y +3 y Galaktose. rary wr 
ad 4. 


Bestimmung des Gesamtphosphors: lccem der 1:3,33 verdiinnten 
Ausgangslésung wurde im Kjeldahl-Kélbchen verascht, mit Wasser aufgenom- 
men, aufgekocht, neutralisiert und im 50-ccm-MeBkélbchen zur Marke aufgefiillt 
(Analysenlésung). 

Mikromethode: 2ccm=—1,14+ 0,03 Extinktion, entspr. 3,2 y P* ta 

Makromethode: 20 com = 0,74 + 0,002 Extinktion, entspr. 31,0 » P* E 

Mittel fiir 50 cem Analysenlisung = 80 y + 2,5 y Phosphor. Ce 


* Mittelwerte aus mehreren Bestimmungen. 












Die Auswertung der Analysen ergibt fiir die Ausgangslésung die in der | 
Tabelle, S. 57, aufgefiihrten Konzentrationen. Das Verhaltnis von Zucker zu | 
Phosphor ist berechnet aus den Phosphoranalysen 1d) und 4. und den Aldehyd- | 
gruppenbestimmungen 1b) und 2. : 

Verhalten derGalaktose- monophosphorsaure gegen Mays Kupfer- | 
lauge’: Etwa 0,5 mg des Esters wurden im Mikroreagenzglas in 50 cmm aqua |” 
bidest. gelést und mit 1 Tropfen frisch bereiteter filtrierter konzentrierter Kupfer- 
lauge versetzt. Es entsteht sofort ein voluminéser blauer Niederschlag, der beim 
Aufkochen bestehen bleibt. Bei langerem Kochen macht sich die reduzierende | 4 
Eigenschaft der Substanz durch Abscheidung von Cul-Oxyd bemerkbar. 






wren 


2. Untersuchung von ,,Frakt. 6 negativ“ 


Der hellgelbe eingetrocknete Sirup, in etwa 1ccm Wasser gelost, wird | 
zentrifugiert, quantitativ in ein 1,5-ccm-MeBkélbchen iibergefihrt und zur Marke © 
aufgefiillt (Ausgangslésung). 

Optische Drehung der Ausgangslisung im 10-cm-Halbmikrorohr: + 0,20° 
+0,008° (Mittelwert aus 10 Ablesungen). : 
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Saurehydrolyse des Galaktogens V 


Die gesamte Ausgangslésung wird quantitativ in ein 10-ccm-MeBkélbchen 
iibergefiihrt und zur Marke aufgefiillt (Verdiinnung 1:6,67). Diese Lésung wird 
verwendet: 


1. fiir Invertierungen, 

2. fiir die Aldehydgruppenbestimmung nach Macleod-Robison, 
3. nach bestimmten Verdiinnungen zu weiteren Analysen, 

4, fiir die Bestimmung des anorganischen und organischen Phosphats. 


adl. 


1. 1 com der 1:6,67 verdiinnten Ausgangslésung wird im MeSkélbchen mit 
1,5 com Inhalt bei 10 Torr und Zimmertemperatur zur Trockne eingedampft und 
dann mit 0,5 ccm n/10-HCl versetzt. Die Lésung dient zur papierchromatographi- 
schen Verfolgung der 8stdg. Hydrolyse im kochenden Wasserbad. 


2. Je 1 ccm der 1:6,67 verdiinnten Ausgangslésung werden in 2 MeBkélbchen 
von 1,5 ccm wie oben eingedampft und dann mit 0,5 ccm 1-n.HCl versetzt, je 
3 Stdn. im kochenden Wasserbad invertiert, anschlieBend mit 2-n.NaOH neu- 
tralisiert und zur Marke aufgefiillt. 


Die invertierte Lésung diente: 


a) fiir die Bestimmung der optischen Drehung, 

b) fir die Aldehydgruppenbestimmung nach Macleod- Robison, 

c) fiir die Reduktionsbestimmung nach Hagedorn-Jensen, 

d) fiir Papierchromatographie. 

ada) Optische Drehung der invertierten Lésung im 10-cm-Halbmikrorohr: 
Kolbchen 1: + 0,11°-+0,000° (Mittelwert aus 10 Ablesungen) 

Kélbchen 2: + 0,11°+0,005° (Mittelwert aus 10 Ablesungen) 


Mittel: + 0,11° + 0,003° 


Nun Verdinnung der beiden invertierten Lésungen fiir Analyse 
b) und c): Beide Lésungen werden je quantitativ in einem 5-ccm-Me8kélbchen 
gesammelt und zur Marke aufgefillt (Verdiinnung !:33,3). Mit diesen Lésungen 
witd die Bestimmung nach Macleod-Robison unmittelbar ausgefiihrt, fiir die 
Reduktionsbestimmung nach Hagedorn-Jensen werden die Lésungen weiter 
verdiinnt. 


ad b) Aldehydgruppenbestimmung nach Macleod-Robison: 


Kélbchen 1: 2 ccm verbrauchen 1,82ccm mn/200-Thiosulfat (Einzelbestim- 
mung), entspr. 819 y Galaktose bzw. 0,0046 mMol Zucker 

K6élbchen 2: 2 ccm verbrauchen 1,87 n/200-Thiosulfat (Einzelbestimmung), 
entspr. 842 y Galaktose bzw. 0,0047 mMol Zucker 


Mittel fiir 2 com: 830 y-++11 y Galaktose bzw. 0,0046 mMol Zucker. 


adc) Reduktionsbestimmung nach Hagedorn-Jensen (Galaktosemethode) : 
Je 1 com der fiir Macleod- Robison 1:33,3 verdiinnten invertierten Lésung wird 
im MeBkélbchen ad 10 ccm aufgefiillt; nun Verdiinnung 1 :333. 


K6élbchen 1: 2 ccm verbrauchen 1,67 + 0,000 cem n/200-Thiosulfat, entspr. 
77 y Galaktose* 
lccm verbraucht 1,84-+ 0,005 ccm n/200-Thiosulfat, entspr. 
37 y Galaktose* 
Kélbchen 2: 2 ccm verbrauchen 1,68+ 0,01 ccm n/200-Thiosulfat, entspr. 
74 y Galaktose* 
l ccm verbraucht 1,84 -+ 0,01 ccm n/200-Thiosulfat, entspr. 
37 y Galaktose * 


Mittel fiir 1 com: 37,4 y+0,4y Galaktose. 


* Mittelwerte aus mehreren Bestimmungen. 
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add) Die restliche invertierte Lésung aus 2b) wird nach Einengen zu 
papierchromatographischen Untersuchungen verwendet. 


ad 2. 


Aldehydgruppenbestimmung nach Macleod-Robison in der nicht in- 
vertierten Lésung: 
lcem der 1:6,67 verdiinnten Ausgangslésung verbraucht 1,90 ccm n/200- 
Thiosulfat (Einzelbestimmung), entspr. 855 y Galaktose bzw. 0,0048 mMol 
Saccharid. 
ad 3. 


5ccem der 1:6,67 verdiinnten Ausgangslésung werden im MeBkdélbchen ad 
10 ccm aufgefiillt (Verdiinnung 1:13,34). 

Die Lésung wurde verwendet: 

a) zur Bestimmung von Trockengewicht, Zersetzungstemperatur und Asche, 

b) zur erneuten Aldehydgruppenbestimmung nach Macleod-Robison, 

c) zur Reduktionsbestimmung nach Hagedorn-Jensen. 


ada) Trockengewicht und Zersetzungstemperatur: Jelccm der 
1:13,34 verdiinnten Ausgangslésung werden in 2 gewichtskonstanten Platin- 
tiegeln bei 10 Torr und 40° zur Trockne eingedampft (Trockengewicht 2190 y) 
und anschlieBend die Gewichtsabnahme bei steigender Temperatur festgestellt 
(vgl. Abb. 4). 





tee? 
LORY 
22 so ae, ‘ 
7150 —\ Abb. 4. Trockengewicht und Zer- 
pone \ setzungstemperatur der ,,Frakt. 6 
7250 ‘N negativ“‘| 
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Die Substanz zersetzt sich bei 105°. 

Aschegehalt: Nach vorsichtiger Veraschung bei kleiner Flamme blieben 
0,470 bzw. 0,468 mg Asche; Mittelwert 0,469 mg Asche in 2,190 mg Substanz 
= 21,4% Asche. 

ad b) Aldehydgruppenbestimmung nach Macleod-Robison in der nicht 
invertierten Lésung: 


lcem der 1:13,34 verdiinnten Ausgangslisung verbraucht 0,82 cem /200- 


Thiosulfat (Einzelbestimmung), entspr. 369 y Galaktose bzw. 0,0021 
mMol Saccharid 


2ccm verbrauchen 1,76 ccm n/200-Thiosulfat (Einzelbestimmung), entspr. 


812 » Galaktose bzw. 0,0044 mMol Saccharid 
Mittel fiir 1 com: 394y+17y Galaktose. 








adc) Reduktionsbestimmung nach Hagedorn-Jensen (Galaktosemethode) : 
in der nicht invertierten Lésung: 1 ccm der 1:13,34 verdiinnten Ausgangs- | 
lésung wird im MeBkélbchen ad 10 ccm aufgefillt; nun Verdiinnung 1: 133,4. | 
2 cem verbrauchen 1,66 ++ 0,01 ccm n/200-Thiosulfat, entspr. 79 y Galaktose* | 
1 ccm verbraucht 1,82 + 0,015 ccm n/200-Thiosulfat, entspr. 41 y Galaktose* | 





- Mittel fiir 1 com: 40 y + 0,3 y Galaktose. 


* Mittelwerte aus mehreren Bestimmungen. 











have 
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ad 4. 
Bestimmung von anorganischem und organischem Phosphat: 


1. anorganisches Phosphat: 0,5 ccm der 1:6,67 verdiinnten Ausgangs- 
Jésung werden im 50-ccm-MeBkélbchen mit 35 ccm neutralisierter Schwefelsiure 
versetzt und zur Marke aufgefiillt (Analysenlésung). 


Mikromethode: 4 ccm = 0,040-+ 0,03 Extinktion, entspr. 0,0 y P 








2. organisch gebundene Phosphorsaure: Zweimal je 1 com der 1:6,67 
verdiinnten Ausgangslésung werden in Kjeldahl-Kélbchen verascht, mit Wasser 
aufgenommen, aufgekocht, neutralisiert und je im 50-cem-MeBkoélbchen zur Marke 
aufgefiillt (Analysenlésung). (Mittelwerte aus mehreren Bestimmungen.) 


Kélbchen 1: Mikromethode: 2 ccm = 0,89-+ 0,04 Extinktion, entspr. 2,1 y P 
Makromethode: 20 ccm = 0,56 + 0,01 Extinktion, entspr. 21,4 y P 
Kélbchen 2: Mikromethode: 2 ccm = 0,90+ 0,04 Extinktion, entspr. 2,1 y P 
Makromethode: 20 ccm = 0,55 + 0,01 Extinktion, entspr. 21,0 y P 


Mittel fiir 50 com Analysenlésung = 53 y + 0,2 y Phosphor. 


Wie die Untersuchung 4, zeigt, ist mit Verunreinigung durch anorgan. 
Phosphat bei dem eingeschlagenen Weg zur Isolierung der Substanzen nicht zu 
rechnen. 

Die Auswertung aller Analysen ergibt fiir die Ausgangslésung die in der 
Tabelle S. 57 angegebenen Konzentrationen und das dort eingetragene molare 
Verhaltnis von Phosphor zu Saccharid (berechnet aus den Untersuchungen 2, 
3b und 4,). 

Verhalten der Trisaccharid-monophosphorsiure mit Mays 
Kupferlauge’: 

Versuch: Etwa 1 mg ,,Frakt.6 negativ’’ wird im Mikroreagenzglas in 
50cmm aqua bidest. gelést und mit einem Tropfen frisch bereiteter filtrierter 
konzentrierter Kupferlauge versetzt. Beim Erwarmen entsteht ein voluminéser, 
blauer Niederschlag, der auch beim Aufkochen bestehen bleibt. Bei der 

Gegenprobe mit dem _ phosphorsaurefreien Galaktose-pentasaccharid 
»frakt. 6 neutral“ bleibt die Lésung véllig klar; auch beim Aufkochen entsteht 
keine Spur eines Niederschlages. 





Zusammenfassung 


Es werden zwei Phosphorsiaureester in den Spaltstiicken des Galak- 
togens beschrieben, die zufolge ihrer hohen Saurestabilitat isoliert 
werden konnten. 


Summary 


Two phosphate esters present in the cleavage products of galactogen 
have been isolated, use being made of their high acid stability. 
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Hemmung der @-Galaktosidasen bra 
durch Galaktose-6-phosphorsdureester in Spaltstiicken 
von Galaktogen chr 
Von 
H. Weinland 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Erlangen 
Vorstand: Prof. Dr. Dr. F. May 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Juni 1956) 


Die Wirkung der £-Galaktosidasen konnte bisher an Milchzucker, 
Allolactose (6-$-D-Galaktosido-D-glucose), Lactobionsaure (4-8-D-Galak- 
tosido-D-gluconséure) und f-galaktosidisch gebundenen Heterosiden ge- 
prift werden!. Durch die Gewinnung definierter Galaktogenspaltstiicke, 
die alle 8-galaktosidisch gebunden sind, stehen nun Saccharide zur Ver- 
fiigung, die nur Galaktose enthalten, und zwar sowohl £-1-3- wie B-1-6-ge- 
bundenes Disaccharid sowie Tri- und Pentasaccharide mit beiden Bin- 
dungen im -selben Molekiil und ein verzweigtes Trisaccharid mit Phos- 
phorsiure am C, der f-1-6-gebundenen Galaktose verestert?-*. Die ge- 
nannten Spaltstiicke werden im folgenden in ihrem Verhalten gegen- 
iiber B-Galaktosidasen untersucht. 

Als Fermentpraparate dienten: 1. ,, Pektinase 2073 von Réhm & 
Haas, Darmstadt*, aus Aspergillusarten, die schon friher fiir Ferment- 
untersuchungen am intakten Galaktogenmolekiil verwendet wurde’, 
2. ,,.Laktase B“ von Rohm & Haas, Philadelphia, aus D-Galaktose ver- 
garenden Hefen gewonnen, (Saccharomyces fragilis und Torulaarten, 
sowie Zygosaccharomyces lactis) und 3. Emulsin aus bitteren Mandeln, 
Merk, Darmstadt. 

Die Mengen an Galaktogenspaltstiicken, die fiir die Untersuchungen 
zur Verfiigung standen, waren fiir Reagenzglasversuche, bei denen eine 
Substratkonzentration von etwa 5 °, allgemein erwiinscht ist®, zu klein. 
Deshalb wurde eine Mikrobebriitungsmethode auf Papier ausgearbeitet, 
bei welcher 100—500 y des zu untersuchenden Substrates in der Start- 
linie des spiter herzustellenden Chromatogramms aufgetragen werden 


























* Das Praparat wurde freundlicherweise von der Firma gratis zur Verfiigung 
gestellt. 

1 J.B. Summer u. K. Myrback, The Enzymes, Academic Press Inc. New 
York 1950, Bd. 1,, 8S. 623f. 

2 H. Weinland, diese Z. 805, 87 [1956]. 

3 F. May u. H. Weinland, diese Z. 305, 207 [1956]. 

4H. Weinland, diese Z. 306, 56 [1956]. 

5 H. Weinland u. K. Niichterlein, diese Z. 298, 48 [1954]. 

6 F. F. Nord u. R. Weidenhagen, Handbuch der Enzymologie, Aka- 
demische Verlagsgesellschaft Leipzig 1940, S. 538. 
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als kleiner Strich von der Flaiche 152mm. Nach dem Trocknen der 
aufgetragenen Substratlésung wird nach dem gleichen Verfahren auf 
dieselbe Stelle mit Blutzuckerpipette zusitzlich die Fermentlésung ge- 
bracht und ohne vorheriges Trocknen unmittelbar anschlieBend die 
Bebriitung im wasserdampfgesiattigten Brutschrank bei 37° durch- 
gefiihrt. Danach kénnen die an der Luft getrockneten Papiere gleich 
chromatographiert werden. Kombiniert mit entsprechenden Kontroll- 
chromatogrammen, die alle mitbebriitet wurden, namlich solchen der 
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Abb. 1. Abb. 2. 


_ Abb. 1. Verhalten von 500 y Galaktogen (a) und von 500 y 3-f-p-Galaktosido- 
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p-galaktose (Frakt. 3) (b) bei Fermentierung auf Papier mit ,,Pektinase 2073*. 
Chromatogramme: 1. Galaktogen, 2. Galaktogen mit Ferment (Pfeil in Hohe 


1 der geringen Menge abgespaltener Galaktose), 3. Ferment, 4. Fraktion 3 mit Fer- 


ment (Pfeil in Hohe der abgespaltenen Galaktose, von Fraktion 3 nichts mehr 
vorhanden), 5. Fraktion 3, 6. Galaktose. 


‘ Abb. 2. Fermentierung von 500 y 6-$-p-Galaktosido-p-galaktose (Frakt. 4) auf 


Papier mit ,,Pektinase 2073“. 


Chromatogramme: 1. Frakt. 4, 2. Frakt. 4 mit Ferment, 3. Ferment, 
4. Galaktose. 


; gleichen Menge Substrat allein, Ferment allein und von Testgalaktose. 
 letztere zur Orientierung auf dem Chromatogramm, ergeben sich mit 


diesem Mikrobebriitungsverfahren, das hinsichtlich der Konzentrations- 


E verhaltnisse sehr giinstig eingestellt werden kann, klare Bilder. Eine 
| besondere Pufferung war hier nicht notwendig. 


Die 6-Galaktosidase in ,,Pektinase 2073“ spaltet bei diesem 


| Vorgehen die 3-8-D-Galaktosido-D-galaktose und die 6-f-D-Galak- 
| tosido-D-galaktose vollstaindig (vgl. Abb. 1, Teil b, und Abb. 2). Sie 
' spaltet ferner die phosphorfreie Trisaccharid- und Pentasaccharidfrak- 
| tion, deren Molekiile an der £-1-3-gebundenen Hauptkette Verzweigun- 
' gen haben, ebenfalls vollstiindig zu Galaktose auf (vgl. Abb. 3 und 4). 


Wahrscheinlich spaltet sie auch noch weit gréBere Galaktose-oligo- 


; saccharide, da auch die nach verschiedenen Hydrolysezeiten bis 12 Stdn. 
' aus dem Start nicht auswandernden phosphorfreien groBen Spaltstiicke 
| des Galaktogens vollstandig gespalten werden. 


Die 6-Galaktosidase im Praiparat ,,Laktase B“ verhalt sich 
anders. Sie spaltet beide Disaccharide nicht vollstindig und offensicht- 
lich die 3-8-D-Galaktosido-D-galaktose schwerer als die 6-f-D-Galakto- 
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Abb. 3. Abb. 4. 


Abb. 3. Fermentierung von 500 y Galaktose-trisaccharid (,,Frakt. 5 neutral‘‘) mit 
»,Pektinase 2073°*. 
Chromatogramme: lI. Trisaccharid, 2. Trisaccharid mit Ferment, 3. Ferment, 
4. Galaktose, 5. Trisaccharid mit Ferment. 


Abb. 4. Fermentierung von 500 y Galaktose-pentasaccharid (,,Frakt. 6 neutral’) 
mit ,,Pektinase 2073‘‘. 


Chromatogramme: 1]. Pentasaccharid, 2. Pentasaccharid mit Ferment, 
3. Ferment, 4. Galaktose, 5. Pentasaccharid mit Ferment. 


























Abb. 5. Abb. 6. Abb. 7. 


Abb. 5. Verhalten von 500 y Galaktogen und von 500 y 3-8-p-Galaktosido-p- 
galaktose (Frakt. 3) bei Fermentierung mit ,,Laktase B“. 


Chromatogramme: 1. Galaktogen, 2. Galaktogen mit Ferment, 3. Ferment, | 


4, Frak;. 3 mi, Ferment, 5. Frakt. 3, 6. Galaktose. 

Abb. 6. Fermentierung von 500 y 6-f-p-Galaktosido-p-galaktose (Frakt. 4) mit 
»,Laktase B*‘. 

Chromatogramme: I. Frakt. 4, 2. Frakt. 4 mit Ferment, 3. Ferment, 4. Galak- 

tose, 5. Frakt. 4, 6. Frakt. 4 mit Ferment. 

Abb. 7. Fermentierung von 500 y Galaktose-trisaccharid (,,Frakt. 5 neutral‘) mit 
»,Laktase B**. 

Chromatogramme: 1. Trisaccharid, 2. Trisaccharid mit Ferment, 3. Ferment, 

4. Galaktose, 5. Trisaccharid mit Ferment. 


sido-D-galaktose. Daneben aber erfolgen mit diesem Ferment mit beiden 
Sacchariden Synthesen, die zu teilweise hGheren Oligosacchariden fiihren, 
und zwar mit 3-8-D-Galaktosido-D-galaktose reichlicher als mit dem 
anderen Disaccharid (vgl. Abb. 5 und 6). Des weiteren unterscheidet 
sich die 8-Galaktosidase aus ,,Laktase B“ von der aus ,,Pektinase 2073“ 
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dadurch, daB sie phosphorfreies Trisaccharid kaum spaltet (vgl. Abb. 7) 
und ebenso phosphorfreies Pentasaccharid. 

Die B-Galaktosidase aus Emulsin verhilt sich gleich wie die 
aus ,,Laktase B“‘. Auch sie spaltet von beiden Disacchariden die 6-f-D- 
Galaktosido-D-galaktose besser (vgl. Abb. 8 und 9) und synthetisiert 
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Abb. 8. Abb. 9. Abb. 11. 


Abb. 8. Fermentierung von 500 y 3-8-p-Galaktosido-p-galakiose (Frakt. 3) 
mit Emulsin. 

Chromatogramme: I. Frakt. 3, 2. Frakt. 3 mit Ferment, 3. Ferment, 4. Galak- 
tose, 5. Frakt. 3 mit Ferment. 

Abb. 9. Fermentierung von 500 y 6-f-p-Galaktosido-p-galaktose (Frakt. 4) mit 

Emulsin. 

Chromatogramme: 1. Frakt. 4, 2. Frakt. 4 mit Ferment, 3. Ferment, 4. Galak- 

tose, 5. Frakt. 4 mit Ferment. 
Abb. 11. Fermentierung von 500 y Milchzucker auf Papier mit Emulsin. 
Chromatogramme: 1. Milchzucker, 2. Milchzucker mit Ferment, 3. Ferment, 
4. Galaktose, 5. Milchzucker mit Ferment. 
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Abb. 10. Fermentierung von 500 y Milch- 
zucker mit ,,Laktase B‘‘. 


2. Milchzucker mit Ferment, 3. Ferment, 
4. Galaktose, 5. Milchzucker mit Ferment. 
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Chromatogramme: 1. Milchzucker, -- 





mit 3-8-D-Galaktosido-D-galaktose neue eiieaaliveate in hoherer 
Konzentration. Tri- und Pentasaccharid werden auch von ihr nur in 
Spuren angegriffen. Die $-Galaktosidase aus Emulsin ist also wahr- 
scheinlich mit der aus dem Fermentpriaparat ,,Laktase B“ identisch. 
Auch Milchzucker wird durch beide Fermentpriaparate in demselben 
Ausma8 gespalten, und zwar etwa gleich gut wie Disaccharid-1-6, wobei 
Synthesen nur in Spuren erfolgen (vgl. Abb. 10 und 11). Man hat auf 
Grund dieser Beobachtungen den Eindruck, da das Ferment bei 
Transgalaktosidierungen unter verschiedenen Disacchariden als Acceptor 
eine Auswahl treffen kann. 

Ob diese auf Disaccharide eingestellte 6-Galaktosidase auch im 
Fermentpraparat ,,Pektinase 2073‘ enthalten ist, 14Bt sich noch nicht 
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entscheiden, weil die dort gleichzeitig vorhandene zweite 6-Galaktosi- 
dase alle gréBeren Saccharide und somit auch neu synthetisierte Pro- 
dukte spaltet. 

Verwendet man als Substrat die Trisaccharid-monophosphorsiure, 
so erreicht man mit keinem der obigen Fermentpraparate einen Abbau. 
Auch die Trisaccharide gut spaltende f$-Galaktosidase aus ,,Pektinase 
2073" ist unwirksam (vgl. Abb. 12). Offenbar macht die eingebaute 
Phosphorsaure die Spaltung der beiden verschiedenen £-glykosidischen 
Bindungen im Trisaccharid unméglich. Dieser Befund entspricht der 
Beobachtung von Posternak, dai das Glucose-hexasaccharid aus 
Kartoffelstirke durch Pankreasamylase nur um eine Maltose verkiirzt 
werden kann, solange die Phosphorsiure nicht auf anderem Weg aus 
dem Molekiil entfernt worden ist’. 


Abb. 12. Fermentierung von 250 y Galak- 


& & ® t tosetrisaccharid-6-monophosphorsaure 





(,,Frakt. 6 negativ‘‘) auf Papier mit 
,,Pektinase 2073*‘. 
if Lj Chromatogramme: I. Trisaccharid- 


rs & monophosphorsaure, 2. Trisaccharid- 
: monophosphorsaure mit Ferment, 3. Fer- 


es | J ment, 4.Galaktose, 5. Trisaccharid-mono- 


oF eg phosphorsaure mit Ferment 








Trisaccharid-monophosphorsaure vorliegt, den AbschluB des Galaktogen- 


scheinlich méglichst weit von beiden Enden des Molekiils entfernt ist. 
Wie das Chromatogramm in Abb. 1, Teil a, zeigt, findet man bei 
Einwirkung von ,,Pektinase 2073‘ keine Aufspaltung des Galaktogens 


sprechend dem friiher gefundenen Abbau von 2,5—4%*%, zu sehen. 


siure sich entlang der Molekiilkette auswirkt. 


7 Th. Posternak, Helv. chim. Acta 18, 1351 [1935]. 
8]. c.1, S. 707. 
9 H. Weinland, Biochem. Z. 324, 19 [1953]. 


Diese Befunde lassen sich mit der friiher beschriebenen duBerst 
langsamen Spaltung von Galaktogen durch ,,Pektinase 20735 in Ein- F 





klang bringen, wenn man annimmt, da die Konfiguration, wie sie in der 


molekiils am nicht reduzierenden Ende bildet. Die Galaktoseabspaltung [ 
durch f-Galaktosidase kann dann, da auch das aldehydische Ende der | 
Saccharide seit langem als allgemein hydrolasenfeindlich erkannt ist*, | 
nur durch Wegnahme der Seitengalaktosen erklairt werden, also durch | 
Offnung der §-1-6-Bindungen und zwar in einem Bereich, der wahr- | 


in benzidinanfairbbare Bruchstiicke (die Farbung im Start ist nicht 
starker als bei Ferment allein). Offenbar bleibt die Hauptkette des Ga- | 
laktogens unangegri‘fen. Als Spaltprodukt ist nur Galaktose, ent- | 





Da die bisher fiir die Spaltung von Galaktogen verwendeten Fer- | 
mentgemische nicht vollig frei von Phosphatasen waren, kann noch 7 
nicht festgestellt werden, wie weit der hemmende EinfluB der Phosphor- | 
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Durchfihrung der Fermentierung auf Papier 
Fir die Auftragungen wurden folgende Konzentrationen gewahlt: wo nicht 
anders vermerkt 


a) Substrat (Galaktogenspaltstiick) 5-proz., 

b) Ferment (d. h. Fermentgemische, nicht geeicht nach einer willkirlich zu 
schaffenden f-Galaktosidase-Einheit) 5-proz., 

c) Testgalaktose (zur Ermittlung der Ablagerungsstelle fiir abgespaltene 
Galaktose) 1-prozentig. 

Alle Lésungen wurden mit aqua bidest. hergestellt, ohne Zugabe von Puffern. 

Im allgemeinen wurden folgende Startstellen (abgekiirzt Stst.) fiir eine 

Untersuchung angelegt, bzw. beschickt: 


Stst. 1: Substrat allein, 

Stst. 2: Substrat zusammen mit Ferment, 

Stst. 3: Ferment allein, 

Stst. 4: Testgalaktose, 

Stst. 5: Substrat zusammen mit Ferment (wie 2, als Doppelversuch). 


Nach Auftragung von jeweils 10 cmm Substratlésung in den betreffenden 
Startstellen wurde bei Zimmertemperatur getrocknet. Dann wurden an den 
Ststn. fiir Ferment je 10cmm Fermentlésung auf Vorder- und Riickseite aller 
betreffenden Stellen und an den Stellen ohne Ferment entsprechend 10 cmm 
aqua bidest. aufgetragen. Der Papierbogen wurde noch naB bei 37° in wasserdampf- 
gesittigte Atmosphare von 37° gebracht und 18 Stdn. bebriitet. Die Bebriitung 
wurde durch Trocknen des Papiers bei Zimmertemperatur unterbrochen, worauf 
dieses absteigend in Butanol-Eisessig-Wasser 72 Stdn. chromatographiert und mit 
Benzidinreagens entwickelt wurde. Jede Untersuchung wurde mehrmals vor- 
genommen, 


Zusammenfassung 


Es wird eine Mikromethode iiber Fermentierungen in der Startlinie 
eines nachtriglich zu entwickelnden Papierchromatogrammes beschrie- 
ben, die erlaubt, mit 100—500 y Substrat wenige cmm Fermentlésung 
auf ihre Spaltfahigkeit fiir das Substrat zu priifen. 

Mit dieser Methode wird die Wirkung der £-Galaktosidasen bei 
verschiedenen Spaltstiicken des Galaktogens untersucht und gezeigt, 
da bei den phosphorfreien eine Spaltung leicht erreicht wird, wahrend 
bei den phosphorhaltigen die Spaltung nicht méglich ist. 

Wahrscheinlich miissen verschiedene -Galaktosidasen angenommen 
werden, solche, die Disaccharide und andere, die Oligosaccharide 
spalten. 

Summary 


A micro-method is described for effecting enzymatic cleavage in the 
start line of a paper chromatogram which is subsequently developed. 
The method enables the splitting capacity of a few cmm of enzyme 
solution to be tested with 100—500+y of substrate. The method has been 
employed to investigate the action of B-galactosidases on various clea- 
vage products of galactogen. It has been found that the phosphorusfree 
products are readily cleaved while no cleavage takes place with the 
phosphorus-containing products. It is probable that different /-galac- 
tosidases exist, some of which cleave the disaccharides and others, the 
oligosaccharides. 
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Bildung antibakterieller Produkte aus EiweiSbausteinen 
durch Erhitzen in B-Naphthol 


Von 


Tlona Gal 


Aus dem Stidtischen Institut fiir Chemie, Budapest (Budapest Fovaros Vegyészeti Intézete), 
Direktor: E. Lindner 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Juli 1956) 


Vor kurzem wurde iiber die Bildung antibiotisch wirksamer Stoffe 
aus partiellen EiweiBhydrolysaten berichtet!- und die Vermutung aus- 
gesprochen, daB es sich dabei um Reaktionsprodukte aus f-Naphthol 
und huminsaureahnlichen Stoffen handeln kénne. 

In dieser Richtung ausgefiihrte Versuche fielen negativ aus; durch 
Erhitzen selbsthergestellter Huminstoffe und eines Melanoidins aus 
Glykokoll und Glucose mit 6-Naphthol entstanden keine antibiotischen 
Stoffe, hingegen kam bei Blindversuchen mit einigen ahnlich behandelten 
Aminosiiuren eine antibakterielle Wirkung zum Vorschein. Dies war 
nicht zu erwarten, da die Aminosiuren sich im allgemeinen in B-Naphthol 
nicht lésen und scheinbar, wie auch Lichtenstein feststellt?, un- 
verandert zuriickbleiben. 

Im Hinblick auf zahlreiche Bemiihungen, aus Aminosaéuren kiinst- 
liche Antibiotika aufzubauen*, wurden 20 Aminosiuren, Glycyl-giycin, 
Asparagin, Harnstoff und Betain in $-Naphthol 3 Stdn. auf 135—142° 
erhitzt. AuBer Prolin und teilweise Cystein, losten sie sich dabei nicht, 
sie zeigten aber nach dem Auswaschen des /-Naphthols eine fiir das Aus- 
gangsmaterial meist charakteristische Verfarbung: so wurde Glykokoll 
immer zitronengelb, Cystin blaBviolett. Die mit Ather gut ausgewasche- 
nen Produkte, die wir als ,,B‘‘-Produkte bezeichnen, wurden in 5-proz. 
gepufferten Loésungen (oder Suspensionen) gegen Staph. aureus, Bac. sub- 
tilis, und Bact. coli getestet. Dabei erwiesen sich Glykokoll-B, Arginin- 
B, Histidin-B, Cystein-B, Glycyl-glycin-B gegeniiber Staph. aur. und 
Bac. subt. in jedem Falle wirksam, gegen B. coli praktisch unwirksam 
(siehe Abb.). Die tibrigen Produkte waren allen Testbakterien gegen- 
iiber unwirksam. 


Wie die Abb. zeigt, ist die Intensitat der Wirkung verschieden: Glykokoll-B 
und Glycyl-glycin-B geben scharf umgrenzte, Arginin-B, Histidin-B und Cystein-B 
weniger klare Zonen verschiedener Breite. 


1 [. Gal, diese Z. 303, 234 [1956]. 

2 N. Lichtenstein, J. Amer. chem. Soc. 60, 560 [1938]. 

3 §. W. Fox u. J. Kobayashi, J. Amer. chem. Soc. 78, 353 [1951]; dort 
weitere Literatur. 
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In Parallelversuchen wurden die gleichen Verbindungen ebenso 
3 Stdn. in wasserfreiem Glycerin auf 135—142° erhitzt. Die gepriiften 
EiweiSbausteine lésten sich dabei simtlich auf, lieferten jedoch inaktive 


Abb. 1. Hemmwirkung 5-proz. 

Lésungen auf Staph. aureus. 

1. Glykokoll-B, 4mm, 2. Argi- 

nin-B, 2mm, _ 3. Histidin-B, 

3mm, 4. Cystein-B, 2 mm, 

5. Glycyl-glycin-B, 2,5 mm, 
6. Prolin-B, negativ. 





Produkte, mit Ausnahme des Cysteins (Hemmzone in 5-proz. Lésung, 
gegeniiber Staph. aureus:2 mm breit); trocken 3 Stdn. auf 135—142° 
erhitzt, blieb Cystein inaktiv. 


Eigenschaften des Glykokolls-B und Isolierung seines 
Wirkstoffes 


Von den antibakteriell befundenen Produkten ist das gelbe Gly- 
kokoll-B das aktivste. Es besitzt noch den siiBen Geschmack des Gly- 
kokolls; unter dem Mikroskop betrachtet, sind die Glykokollkristalle 
unveraindert geblieben. In Wasser ist es unvollstindig, in 50-proz. 
Athanol leicht léslich mit griinlicher Fluorescenz. Der gelbe Farbstoff 
ist aus der Lésung mit Tierkohle leicht irreversibel adsorbierbar; die 
entfarbte Lésung ist inaktiv, 98° Glykokoll kénnen hieraus unver- 
andert zuriickgewonnen werden. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, daB die aktive Substanz der 
gelbe Wirkstoff ist, der wihrend des Erhitzens in ganz geringer Menge 
gebildet wird. Es gelang bisher nicht, die Wirkstoffausbeute durch 
lingeres Erhitzen mit S-Naphthol zu erhéhen; die maximale Hemmzone 
gegentiber Staph. aureus war bereits bei 2 Stdn. lang erhitzten Produkten 
erreicht. Die Aktivitat des Wirkstoffes wird durch 20 stdg. Erhitzen von 
Glykokoll-B mit 20-proz. Salzséure auf 100° oder 3 stdg. Erhitzen auf 
120° im Bombenrohr nicht vermindert. 

Es gelang, den gelben Wirkstoff durch Extraktion des Glykokolls-B 
mit Chloroform oder absol. Alkohol in etwa 2-proz. Ausbeute vom un- 
verinderten Glykokoll zu trennen. Nach Verdunsten des Lésungsmittels 
blieb ein braungelber amorpher Riickstand von herbem, etwas bitterem 
Geschmack, der fast neutral reagiert und unter dem Mikroskop hell- 
gelbe, zur Kristallisation neigende Teilchen und eine dunkelbraune, 
amorphe Substanz erkennen laBt. Er hemmt das Wachstum von Staph- 
aureus noch in einer Verdiinnung von 1:50000. 
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Die papierchromatographische Trennung des Riickstandes mit 
einem wassergesattigten Gemisch von Butanol-n-Butylacetat (2:1) ergab 
2 Flecken, Ry 0,98 und 0,30. Der erstere war braungelb und fluorescierte 
im UV nicht, der Fleck Ry 0,30 griinlich gelb mit starker, blaulich- 
griinen Fluorescenz im UV. Durch Streifenchromatographie wurden die 
Komponenten in gréBerer Menge gewonnen und aus dem Papier heraus- 
gelést. Nur die fluorescierende Komponente erwies sich anti- 
bakteriell aktiv. 


Beschreibung der Versuche 


Darstellung von Huminsubstanzen: 20g Hiihnerfedern wurden am 
RiickfluBkiihler 5 Stdn. mit 40 m/ 20-proz. Salzsiure behandelt, dann wurde mit 
dest. Wasser auf etwa 200 ml gebracht, 20 Min. mit Tierkohle gekocht, nach kurzem 
Stehenlassen heiB filtriert und mit dest. Wasser ausgewaschen. Die Tierkohle wurde 
mit 200 ml 2-proz. heiBer NH, -Lésung eluiert, von der Kohle durch Filtration ge- 
trennt und die braune Lésung in flieBendem Wasser dialysiert. Die dabei ent- 
standene braune Fallung wurde abfiltriert, mit Alkohol und Ather gewaschen und 
getrocknet. Die erhaltene, braune, pulverformige Huminsubstanz (etwa 0,2 g) wurde 
in der 10-fachen Menge B- Naphthol 3 Stdn. bei 135—142° gehalten, mit Ather 
griindlich gewaschen und in m/15-Phosphatpuffer bei py 8 getestet (kaum léslich). 

Standard-Melanoidin wurde nach Enders‘ dargestellt und wie bei den 
Huminsubstanzen behandelt. 


Verwendete Praparate von EiweiBbausteinen: 


1. Glykokoll Merck, Schering- 13. Asparagin, Schering-Kahlbaum 
Kahlbaum (Puffersubstanz) und 14. p-Glutaminsaure puriss. Chinoin, 
Schuchardt puriss. Budapest 

2. pu-Alanin pur. Fluka 15. L-Arginin-HCl pur. Fluka 

3. D-Alanin pur. Schuchardt 16. pt-Ornithin puriss. Fluka 

4. pt-Serin puriss. Fluka 17. Lysin-2HCl p. u. se. Koncz. 

5. Du-Vulin p. u. se. Keti 18. Histidin-HCl pur. Chinoin, Buda- 

6. pi-Leucin pur. Light pest 

7. pu-Isoleucin pur. Schuchardt 19. pL-Tryptophan p. u. sc. FV, Buda- 

8. pL-Threonin puriss. Fluka pest 

9. t-Cystein-HC] puriss. Riedel- de 20. u-Prolin pur. B. D. H. 

Haén, Hannover 21. pu-Phenylalanin p. a. Fluka 
10. Cystin 22. t-Tyrosin, Wander, Budapest 
11. t-Methionin, selbst bereitet nach 23. Carbamid pur. Merck 


einer gering modifizierten® Methode 24. Betain-HCl pur. Schuchardt 
von Hill und Robson® 25. Glycyl-glycin puriss. Fluka 
. L-Asparaginsdure, V. K. T. Sz. 


— 
bo 


Naphthol war ein zweimal sublimiertes Handelspraparat, vor der Verwendung 
nochmals sublimiert. 


Erhitzung in Glycerin: 0,5 g des betreffenden Ausgangsstoffes wurden 
fein gepulvert und mit 5 ml wasserfreiem Glycerin verriihrt. Nach 3-stdg. Erhitzen 
auf dem Olbade bei 135— 142° und nachfolgender Abkiihlung auf Zimmertemperatur 
wurde die sirupartige, zumeist. gelblich gefarbte Fliissigkeit mit m/15-Phosphat- 
puffer, px 6,9, entsprechend verdiinnt und unmittelbar in die Locher der Agarplatte 


4 C. Enders, Kolloid Z. 85, 74 [1938]. 
5 I. Gal, Elelmezési Ipar 9, 315 [1955]. 
6 EF. M. Hill u. W. Robson, Biochem. J. 28, 1008 [1934]. 
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eingetropft. Zu diesem Verfahren berechtigten Blindversuche, die erwiesen hatten, 
da8 selbst 1:1 verdiinntes Glycerin keine hemmende Wirkung auf die Testbakterien 
ausiibt. 

Die Behandlung mit £-Naphthol erfolgte immer nach Lichtenstein’. 


Salzsaure Hydrolyse 

1. In 5-ml-Ampullen wurden je 0,1 g fein gepulvertes Glykokoll-B ein- 
gewogen, 2,5 ml 20-proz. Salzsiure hinzugefiigt, die Ampulle verschlossen und 
20 Stdn. in siedendem Wasser erhitzt. Nach Abkiihlung wurde die Salzsaiure in 
Porzellanschalchen auf dem Wasserbade durch mehrmaliges Einengen und wieder- 
holtes Verdiinnen weitgehend vertrieben; die Lésung mit n/10-NaOH neutralisiert, 
mit m/15-Phosphatpuffer gepuffert und 5-prozentig im Lochplattentest gepriift. 

2. In kleine Bombenréhrchen wurden je 0,2 g Glykokoll-B eingewogen, 6 ml 
20-proz. Salzsiure hinzugefiigt, das Rohr verschlossen und 3 Stdn. im Olbade bei 
120° gehalten. Weitere Behandlung wie unter 1. 

Die Bereitung der Agarplatte wurde friiher beschrieben!. 


Zusammenfassung 


Es wurden 20 Aminoséuren verschiedener Konfiguration, auBer- 
dem Betain, Harnstoff, Asparagin und Glycyl-glycin sowie Humin- 
stoffe und Standard-Melanoidin mit f-Naphthol erhitzt. Von den er- 
haltenen ,,B“-Produkten erwiesen sich nur Glykokoll-B, Arginin-B, 
Histidin-B, Cystein-B und Glycylglycin-B gegen Staph. aureus und Bac. 
subtilis wirksam, gegen Bact. coli waren sie unwirksam. Alle anderen 
Produkte waren allen drei Testbakterien gegeniiber inaktiv. Vergleichende 
Erhitzung der Grundsubstanzen aktiver Produkte in wasserfreiem 
Glycerin lieferte — mit Ausnahme von Cystein-— unwirksame Stoffe, 
was fiir eine spezifische Einwirkung des £-Naphthols spricht. Aus dem 
aktivsten Produkt, dem Glykokoll-B, konnte ein gelber Wirkstoff 
(Ausbeute etwa 2°%) gewonnen werden, der durch salzsaure Hydrolyse 
nicht spaltbar und noch in einer Verdiinnung von 1: 50000 antibakteriell 
wirksam ist. Es lieB sich papierchromatographisch in einen intensiv 
fluorescierenden aktiven und einen nicht fluorescierenden unwirksamen 
Stoff zerlegen. 

Summary 

Twenty amino-acids of different configurations, betaine, urea, 
asparagine, glycylglycine, humins and standard melanoidin have 
been heated with f-naphthol. Of the ,,B“ products obtained, 
glycine-B, arginine-B, histidine-B, cysteine-B and glycylglycine-B were 
active against Staph. aureus and B. subtilis, and inactive against B. coli. 
All the other products were inactive against the three test bacteria. 
When the basic substances of the active products were heated with 
anhydrous glycerine inactive substances were obtained, except in the 
case of cysteine. This indicates a specific effect of the #-naphthol. 
A yellow active substance was obtained in a yield of about 2 per cent 
from glycine-B which was the most active product. The yellow substance 
was not cleaved by hydrolysis with hydrochloric acid and shows an 
antibacterial effect even at a dilution of 1:50000. It can be separated 
by paper chromatography into an intensely fluorescent active substance 
and a non-fluorescent inactive substance. 
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Isolierung von Prolin aus Eiweibhydrolysaten 
mit Hilfe von 2.4.6-Trinitro-benzoesaure 
Von 
J. Kapfhammer und Gertrud Mohn 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitaét Freiburg i. Br. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Juli 1956) 


Die von J. Kapfhammer! angegebene Methode zur Fallung des 
Prolins mit 2.4.6-Trinitro-benzoesiure hat gegeniiber der Fallung mit 
Reineckeséure? den Vorteil der leichteren Trennung vom Hydroxy- 
prolin und den basischen Aminosiuren. Der Vorzug gegenitiber der 
Bergmannschen Fallungsmethode mit Rhodanilsiure* dirfte darin 
liegen, daB sich das Prolin-trinitrobenzoat leichter charakterisieren und | 
zerlegen -laBt als das Prolin-rhodanilat und itiberhaupt allgemein die [ 
Chromkomplexsalze von Aminosiuren. 

Wie schwierig es ist, mit den alten Methoden papierchromatographisch reines Fs 
Prolin aus EiweiBhydrolysaten herzustellen, geht schon daraus hervor, daB Prolin- | 
praparate des Handels nicht nur teuer (1 g etwa 20,— DM) sondern auch mit | 
Hydroxyprolin verunreinigt sind. Wir untersuchten 2 Handelspraparate ver- | 
schiedener Firmen und fanden 1—2 bzw. 2—4% Hydroxyprolin. Derartige Bei- | 
mengungen lassen sich am C, H und N-Gehalt der Substanz nicht erkennen, da die 
Abweichungen innerhalb der Fehlergrenze der quantitativen C, H und N-Bestim- 4 
mung liegen. (Fiir Prolin mit 49% Hydroxyprolin berechnet man 51,8% C, 7,8% H | 
und 12, gs ta fiir reines Prolin betragen die Werte 52,16% C, 7,88°, H ‘and & 
12,17% N ; 

fi dieser Arbeit wurde die Brauchbarkeit der Fallung mit 2.4.6- 
Trinitro-benzoesiure (TNB) fiir die Isolierung von reinem Prolin aus [ 
EiweiBhydrolysaten untersucht. Es wurde versucht, das Prolin méglichst 7 
weitgehend zu erfassen. Die Ausbeute an Prolin-trinitrobenzoat (Prolin- | 
triat) aus einer gesattigten alkoholischen Lésung reinen Prolins mit 
8-proz. alkoholischer TNB-Lésung betrigt nach Kapfhammer? [7 
87—89°%,. Bei der Anwendung dieser Methode auf EiweiShydrolysate 
kommt es in erster Linie darauf an, das Prolin vollstaéndig in Alkohol zu 
iberfiihren, ohne daB andere Aminosiuren mit aufgenommen werden. 
Die Prolinlésung darf nicht wasserhaltig sein und keine a 
produkte organischer Substanz enthalten. 

Es wurden zuerst ausgedehnte Fraktionierungsversuche mit Alkohol | 
an getrockneten EiweiShydrolysaten durchgefiihrt. Um aus 100g | : 
Gelatine 9,3 g Prolin als Triat zu isolieren, waren u. a. 8 Extraktions- | 


1 J. Kapfhammer u. R. Eck, diese Z. 295, 413 [1953]. 
2 J. Kapfhammer, diese Z. 170, 294 [1927]. 
3 M. Bergmann, J. biol. Chemistry 110, 471 [1935]. 
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reihen mit durchschnittlich 10 Einzelextraktionen nétig. Auch dann 
blieben noch 0,7 g Prolin in der Ausgangssubstanz zuriick. 

Noch weit ungiinstiger lagen die Verhaltnisse bei einem Hydrolysat 
menschlicher Placenta mit 11,23 g N. Dieses enthielt nur 2°% Prolin-N. 
Wihrend der Verarbeitung traten gréBere Mengen Diketopiperazine auf 
(positive Pikrinséurereaktion), die die Léslichkeit in Alkohol ungiinstig 
beeinfluBten und erneute Hydrolysen erforderten. Nach 3 Fillungs- 
reihen mit Alkohol, 19 Extraktionsreihen zu je 5 Einzelextraktionen mit 
Alkohol, 19 Reihen mit je 10 Extraktionen mit Alkohol + Aceton sowie 
mehrfachen Ausschiittelungen aus waBriger Lésung mit organischen 
Lésungsmitteln gelang es, durch zweifache TNB-Fallung 0,5 g Prolin zu 
erhalten, das bis 100 y papierchromatographisch rein war. 

Wie man sieht, ist eine Gewinnung reinen Prolins mit TNB nach 
Fraktionierung von EiweiBhydrolysaten mit Alkohol zwar méglich, aber 
keineswegs rentabel. Eine quantitative Ausbeute ist auch unter gréBtem 
Arbeitsaufwand nicht zu erzielen. 

Zur Vereinfachung des Verfahrens fiihrt man am besten zuerst eine 
Reineckatfallung durch und trennt dadurch den gréBten Teil der 
neutralen und sauren Aminosduren ab. Erst danach folgt eine kurze 
Fraktionierung mit Alkohol, und schlieBlich wird durch mehrfaches Fallen 
mit TNB papierchromatographisch- und analysenreines Prolin erhalten. 

Zwei Versuche wurden mit Gelatinehydrolysaten und drei mit 
hydrolysiertem Gliadin durchgefiihrt. Besonders das Gliadin* eignet 
sich sehr gut zur Prolingewinnung, weil es kein Hydroxyprolin und nur 
wenig basische Aminosaéuren enthalt (13,2°/ Pro, 3,2°% Arginin, 2,1°%, 
Histidin, 0,6°%, Lysin)*. 

Die Hydrolyse wird wie itiblich mit 33,6-proz. H,SO, 9 Stdn. bei 
133° und 2 at durchgefiihrt und danach der gréBere Teil der SO,-Ionen 
mit Ba(OH), entfernt. Dann wird bei kongosaurer Reaktion in drei 
Anteilen mit Ammoniumreineckat gefallt, sclange sich noch Nieder- 
schlag tildet. Das Prolin wird dabei weitgehend erfaBt. Dies zeigt sich 
bei der papierchromatographischen Untersuchung der von Reinecke- 
siure befreiten Mutterlaugen: 

Aus einem Gliadinhydrolysat mit 9,955 g N blieben 132 und 123 mg 
Prolin zuriick, aus zwei andern mit 1,512 g und 1,591 g N 12 und 20 mg. 
Nach Kapfhammer und Eck® wird die Zersetzung gréBerer Mengen 
Prolin- bzw. Hydroxyprolinreineckats mit Cu!-Ionen vorgenommen. 
Weil aber dazu 1. SO, gebraucht wird, um Cu*® zu Cu® zu reduzieren und 
2. das iiberschiissige Cu® mit H,S wieder entfernt werden mu, kann 
diese Methode nur angewendet werden, wenn entsprechende Arbeits- 


* Herrn Prof. Dr. Krainick, Freiburg, danken wir herzlichst fiir die Uber- 
lassung von Gliadin. 

4 Flaschentrager-Lehnartz, Physiol. Chemie, Springer-Verlag 1951, 
1. Band ,,Die Stoffe” S. 705; bzw. Neurath- Baily, ,,The Proteins’, Verlag Aca- 
demic Press Inc., New York 1953, Vol. I AS. 223. 

5 J. Kapfhammer u. R. Eck, diese Z. 170, 294 [1927]. 
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raume zur Verfiigung stehen. Ein anderer Vorschlag zur Isolierung von 
Prolin und Hydroxyprolin aus ihren Reineckaten stammt von Dakin‘, 
der mit Dimethylanilin in kongosaurer Lésung das Dimethylanilin- 
reineckat ausfallt. Dabei bleibt allerdings etwa vorhandenes freies 
Rhodanid in Lésung, so daB danach eventuell etwas gréBere Mengen 
Ag®-Ionen ndétig sind, um die Lésung davon zu befreien. Reste von 
Chrom werden durch abwethselndes Erhitzen mit Ba(OH), und NH, 
ausgefallt. Frische ‘Reineckatniederschlige lassen sich glatt spalten, 
dagegen nicht getrocknete, altere Niederschlige. Ebenso lassen sich 
auch die Reineckatmutterlaugen nicht besonders leicht von Chrom- 
komplexen befreien. Das aus dem 1. Reineckatanteil erhaltene Rohprolin 
enthalt den Papierchromatogrammen nach noch 20—30°% Beimengungen, 
und zwar handelt es sich hier hauptsichlich um Lys, His, Arg und Glu. 
Der zuletzt ausgefallene Anteil des Reineckats enthalt Arg, Glu, Tyr, 
Val, Phe, Leu und nur Spuren Prolin. Zur Hauptsache besteht er 
meist aus freier Reineckeséiure und ahnlichen Chromkomplexen und 
braucht dann nicht mit verwertet zu werden. Auch den 2. Reineckat- 
niederschlag muB man nicht immer weiter verarbeiten, die Beimengungen 
machen etwa fiinfmal soviel aus wie das Prolin. 

Eine Wiederholung der Reineckatfillung erweist sich im allgemeinen 
als nicht angebracht, da die basischen Aminosaéuren von Reineckesaure 
gefallt und nicht nur mitgerissen werden’. Aus einem Gemisch von etwa 
1 g Prolin und etwa 700 mg basischen Aminoséuren und Glu (daneben 
auch Ala, Tyr, Val, Phe, Leu) wurden durch eine wiederholte Reinecke- 
fallung in 2 Anteilen z. B. nur etwa 150 mg der Begleitstoffe und 60 mg 
Prolin (!) abgetrennt. Aber auch eine Extraktionsreihe mit Alkohol 
trennt nur etwa 1/, der Begleitsubstanzen ab, die andere Substanz geht 
mit dem Prolin in Lésung. Aus dieser alkoholischen Lésung laBt sich 
das Prolin leicht und in guter Ausbeute als Prolin-trinitrobenzoat fallen. 

Wir sind inzwischen aus wirtschaftlichen Griinden dazu _iiber- 
gegangen, das Produkt anstatt in Dioxan durch Erhitzen in Toluol zu 
zerlegen. Als sehr schonende Methode erweist sich auch die Méglichkeit, 
aus der wiBrigen Losung des Triats bei Zimmertemperatur die Trinitro- 
benzoesiéure durch Anionenaustauscher Amberlite IRA 410 in Hydrogen- 
carbonatform zu entfernen. Allerdings handelt es sich dabei nicht nur 
um einen einfachen Ionenaustausch: Die TNB wird vom Anionen- 
austauscher adsorptiv so fest gehalten, daB dessen Regeneration lang- 
wierig ist. 

Das aus der 1. TNB-Fallung gewonnene Prolin enthalt noch etwas 
basische Aminosiuren (Arg und Lys) und Glu: 1—5%. Diese kénnen 
durch zweifache Wiederholung der TNB-Fallung ganz beseitigt werden. 
Im ganzen werden 68° des im Gliadin enthaltenen Prolins auf diese 
Weise papierchromatographisch- und analysenrein isoliert. 


6 H. D. Dakin, Privatmitteilung, siche M. Bergmann, J. biol. Chemistry 
110, 472 [1935]. 
7 J. Kapfhammer, diese Z. 178, 245 [1928]. 
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Bei der Ubertragung des beschriebenen Arbeitsganges auf Gelatine 
wurde nach der Reineckatfallung und -zerlegung durch Fallen mit 
Alkohol aus konzentrierter, waBriger Losung zuerst die groBere Menge 
des Hydroxyprolins abgetrennt. Nach viermaligem Umfiallen wurden 
aus 25 g Gelatine 1,45 g farbloses, kristallines Hydroxyprolin erhalten, 
das zwar frei von Prolin war, aber noch etwa 2°% Gly und Arg enthielt. 
Nach der Abtrennung des Hydropro durch Fiillen schlossen sich 5 Alkohol- 
extraktionsreihen mit durchschnittlich 4—5 Einzelextraktionen an. 
Nach zweifacher TNB-Fallung wurden aus 25 g Gelatine 1,400 g Prolin 
mit noch etwa 1°% Hydropro, aus 15 g0,74 g Pro mit nur 0,25°%, Hydropro 
erhalten. 

Ks ist im Hinblick auf eine lohnende, praparative Prolindarstellung 
am besten, von EiweiBstoffen auszugehen, die wenig Hydropro und 
basische Aminosiuren enthalten, weil dann auf eine langwierige Fraktio- 
nierung mit Alkohol verzichtet werden kann. Das Gliadin kommt zur 
Darstellung im GroBen natiirlich weniger in Frage. Man wiirde dazu 
besser das billigere KlebereiweiB Gluten als Ausgangsmaterial verwenden 
(11,0% Pro, kein Hydropro, 4,3°, Arg, 2,4°% His, 2,1° Lys)* oder 
vielleicht auch Casein (11,6% Pro, 2°, Hydropro, 4,0°(, Arg, 8,2°% Lys, 
3,2% His). 


/ 


Beschreibung der Versuche 
I. Papierchromatographische Untersuchungen 


Wir arbeiten nach der aufsteigenden Methode mit drei ineinander gestell- 
ten Papierzylindern (Schleicher & Schiill 2043b Mgl), eingeteilt in 10, 7 und 
4Streifen von je 5cm Breite und 38,5 cm Lange. Die Substanz wird in Mengen 
von 0,005—0,10 com Lésung aufgetragen, 4cm vom unteren Rand entfernt. Die 
FleckengréBe betragt auBer bei 0,005 ccm in allen Fallen 2 0,8 cm. Als Lésungs- 
mittelgemisch wird hauptsachlich Butanol, Eisessig, Wasser (4:1:5)® verwendet, 
daneben Phenol, Wasser (4:1) in HCN-haltiger Atmosphiare. 

Wenn es sich darum handelt, gute Trennungen der Aminosiureflecke mit 
niedrigem Ry-Wert zu erreichen, z. B. bei der Identifizierung der Verunreinigungen 
des Prolins oder der Bestimmung von Prolin in Mutterlaugen in Gegenwart groBer 
Mengen anderer Aminosauren, 148t man das Chromatogramm dreimal in gleicher 
Richtung in gleichem Lésungsmittel laufen und trocknet jeweils zwischendurch. 
In Butanol-Eisessig-Wasser-Gemisch erzielt man z. B. bei 0,01 ccm einer 10-fachen 
Verdiinnung eines Gliadinhydrolysats mit 1,512 g N in 200 ccm von Lys bis Pro 7 
vollig isolierte Flecke, und zwar Lys, His, Arg, Gly + Ser, Glu + Thr, Ala und 
Pro. Gegeniiber der zweidimensionalen Papierchromatographie hat man dabei den 
Vorteil der schirferen Fleckenbegrenzung, der gleichmaBigeren Lage und der 
wirtschaftlicheren Handhabung. Zum Entwickeln werden die iiblichen Reagenzien 
benutzt: 0,1°% Ninhydrin in Butanol, 0,3% Isatin + 4% Eisessig in Butanol oder 
0,1% 1.2-naphthochinon-4-sulfonsaures Natrium in Aceton mit 0,4% NaOH in 
Alkohol?®, 

Der Prolingehalt der einzelnen Lésungen wird durch visuellen Vergleich 
ihrer Isatinchromatogramme mit Prolin-Testchromatogrammen bestimmt. Letzte 
werden genauso behandelt wie die Analysenstreifen. Bei dreifach gelaufenen 





8 Lehnartz, Chem. Physiologie, Springer-Verlag 1952, S. 86. 
® §.M. Partridge, Biochem. J. 42, 238 [1948]. 
10 K, V. Giri u. A. Nagabhushanam, Naturwissenschaften 39, 548 [1952]. 
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Proben diirfen auch nur dreifach gelaufene Testchromatogramme benutzt werden. 
Diese enthalten 1, 2, 5, 10 und 20 y Prolin. Von den zu untersuchenden Lésungen 
werden verschiedene Volumina mit entsprechenden Prolinmengen aufgetragen, 
Es wird der Mittelwert gebildet. Die Fehlergrenze liegt bei diesem Vorgehen bei 
+10—20%. In den Ausgangshydrolysaten in Gegenwart sehr groBer Mengen der 
iibrigen Aminosiuren kann sie im einfach gelaufenen Chromatogramm gréBer 
werden. Ebenso ist der Schwankungsbereich der Einzelwerte gréBer. In einzelnen 
Fallen wurden zur Erhartung der Isatinergebnisse auch mit naphthochinonsulfon- 
saurem Natrium gefarbte Chromatogramme verglichen. 


J. Kapfhammer und Gertrud Mohn, Bd. 306 (1956) 





II. Beschreibung einer Isolierung von Prolin aus Gliadin 


Hydrolyse: 10,1 g Gliadin 
30,6 g konz. H,SO, } 9Stdn. bei 133° und 2 at 
60 gH,O 


Es bleibt nur sehr wenig Riickstand. Aus der auf 400 ccm verdiinnten Lésung 
werden mit der warmen waBr. Lésung von 80g Ba(OH),.-8 H,O 25 g H,SO, ent- 
fernt. Der BaSO,-Niederschlag wird ausgekocht. Nach Einengen im Vak. auf 
250 ccm wird der Stickstoffgehalt nach Kjeldahl] bestimmt: 

a) 1 com Hydrolysat — 4,55 ccm n/10-H,SO, — 1,593 g N in 250 com 
b) 1 ccm Hydrolysat > 4,54 ccm n/10-H,SO, — 1,589 g N in 250 ccm 

Den dreifach gelaufenen Isatinchromatogrammen nach enthalt die Lésung 
1,00 g Prolin. 

Reineckatfallung: 244,5 von 250 ccm Hydrolysat werden bei 60° mit 
20 g Ammoniumreineckat in 300 ccm Wasser und H,SO, bis zur kongosauren 
Reaktion versetzt. Nach 30 Stdn. im Eisschrank wird abgesaugt und mit Eiswasser 
gewaschen (N1). In die Mutterlauge werden bei 60° und kongosaurer Reaktion 
weitere 10 g Ammoniumreineckat gegeben (N2). Die Mutterlauge wird im Vak. auf 
200 cem eingeengt; sie gibt nach 36 Stdn. im Eisschrank den Niederschlag N3 
und die Mutterlauge M 3. 

Entfernung der Reineckesaure aus der Mutterlauge M 3: Die Mutter- 
lauge M 3 wird bei schwefelsaurer Reaktion mit 10 com Dimethylanilin versetzt. 
Nach dem Absaugen wird mit Eiswasser gewaschen und im Vak. auf 100 ccm ein- 
geengt. Bei Zimmertemperatur wird mit Silbersulfatlésung versetzt, abgesaugt 
und gewaschen. Nach erneutem Hindampfen im Vak. erhitzt man langere Zeit 
eventuell nach weiterem Zusatz von Ag,SO, auf dem Wasserbad, um alles Rhodanid 
zu erfassen. Das Filtrat der Silberrhodanidfallung wird mit Ba(OH), bei yy 10—12 
etwa 30 Min. gekocht und damit von Ag®- und SO,?°-Ionen als Ag,O und BaSO, 
befreit. AnschlieBend wird im Vak. Dimethylanilin und NH, entfernt. Wenn die 
filtrierte Lésung noch rosa ist, wird erneut NH, zugesetzt und mehrere Stunden auf 
dem Wasserbad erwarmt. Nach dem Filtrieren und Waschen entfernt man NH, 
durch Einengen und Ba®® mit der aquivalenten Menge H,SO,. Im Vak. wird auf 
150 com eingeengt. Das px der Liésung betrigt 3,5. Es wird nicht mit Kohle 
entfarbt, um die aromatischen Aminosiuren nicht zu verlieren. 

Den dreifach gelaufenen Isatinchromatogrammen nach enthalt die Lésung 
noch 20 mg Prolin. Vergleicht man entsprechende Mengen Hydrolysat und Mutter- 
lauge auf dreifach gelaufenen Ninhydrinchromatogrammen, so fallt auf, daB die 
basischen Aminosaéuren verschwunden sind. 

Untersuchung der Reineckatniederschlage N1—3: Die frischen 
Fallungen werden in Wasser von 60° geliést und wie die Mutterlauge M3 von 
Reineckesaure befreit. Zum Schlu8 wird mit Kohle entfirbt. Die Isatinchromato- 
gramme laufen dreifach: N1 enthalt 1,45 g, N2 6 mg und N3 2 mg Prolin. 

Die Ninhydrinchromatogramme zeigen in N1 und 2 die basischen Amino- 
siuren und Glu, etwa 500 und 50mg. N3 enthalt etwa 150 mg Aminosauren: 
hauptsachlich Phe und Leu, daneben Val, Tyr, (Glu), Arg, Lys. 
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Fraktionierung mit Alkohol: Die Lésung N1 bringt man mit 5 g feiner, 
zerschnittener Glaswolle im Vak. zur Trockne. Danach wird im Vakuumexsiccator 
iiber P,O, 4—5 Tage bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Es bleiben 1,76 g 
Riickstand. Es wird dreimal mit absol. Alkohol 30, 20 und 15 Min. unter Riick- 
flu8 extrahiert, im Eisschrank stehen gelassen, abgesaugt und mit etwas frischem 
Alkohol nachgewaschen: Nla—c. Den ungelésten Riickstand R nach Nle nimmt 
man in Wasser auf. Die papierchromatographische Untersuchung ergibt fiir Nla 
1,14 g, Nlb 37 mg, Nlce2,4mg und R nach Nlc3 mg Prolin. An Aminoséuren 
werden nur die basischen und Glu gefunden, und zwar etwa 200—300 mg, 30 mg, 
10 und 100 mg. 

I. TNB-Fallung: Lésung Nla und b werden 2 Tage bei — 3° stehen- 
gelassen. Nla wird abgesaugt, es wird mit N1b nachgespiilt. Das Endvolumen 
betrigt etwa 130 ccm mit etwa 1,2 g Prolin. 

Als Vorversuch werden 5,0 com mit 0,2 g TNB (Schmp. 224°) versetzt. Beim 
Kratzen mit dem Glasstab entsteht sofort eine kristalline, hellgelbe Fallung. 

Bei der Hauptfallung werden die iibrigen 125 cem alkoholische Prolinlésung 
mit 4,8 g TNB und dem Vorversuch zum Impfen versetzt. Nach 38 Stdn. im Eis- 
schrank wird abgesaugt (Glasfritte G3), mit 10 ccm eiskalter 5-proz. alkohol. TNB- 
Lésung und 80 ccm Ather nachgespiilt und im Vakuumexsiccator iiber P,O; und 
Paraffin getrocknet. Es werden 3,7879 g Prolin-trinitrobenzoat I erhalten, die 
1,17 g Prolin entsprechen. Schmp. F, = 94—96°, F, = 154—156° (Koflersche 
Heizplatte). 

Aus der Mutterlauge entsteht nach weiteren 24 Stdn. im Eisschrank noch 
eine Nachfallung von 0,237 g (entspr. 73 mg Pro), die mit der Hauptfallung ver- 
einigt wird. 

Zerlegung des Prolintriats I: 4,01 g Triat werden mit 100 ccm Toluol 
puriss. 2 Stdn. auf 110° erhitzt, bis keine wesentliche Gasentwicklung mehr zu 
sehen ist. Danach wird noch dreimal mit je 50 ccm Toluol je 30 Min. erwarmt. 
Beim Durchschiitteln des letzten Toluolanteils mit 2-n. NaOH entsteht keine Rot- 
farbung mehr. Der dunkelbraune Riickstand wird im Vakuumexsiccator iiber 
Paraffiné] von Toluolresten befreit, in Wasser aufgenommen, filtriert, gewaschen 
und auf 100 ccm gebracht. Die Isatinchromatogramme ergeben im Mittel 0,99 g 
Prolin. 

Die Ninhydrinchromatogramme zeigen, da8 durch die I. TNB-Fallung der 
Gehalt des Prolins an begleitenden Aminoséuren von etwa 300 auf etwa 20 mg 
herabgesetzt worden ist. 

Die waBrige, braunliche Lésung wird auf 200 ccm verdiinnt und mit Tierkohle 
Merck Nr. 2184 entfarbt. Die Kohle wird griindlich mit kaltem und warmem 
Wasser gewaschen. E's wird méglichst schonend zur Trockne gebracht. Es bleiben 
1,20 g farbloses, krist. Prolin I zuriick. Das sind 97% der aus 4,01 g Triat zu er- 
wartenden Menge von 1,24 g. 


Untersuchung der I. TNB-Mutterlauge: Zuerst wird der Alkohol im 
Vak. abgedampft urd der Riickstand in Wasser aufgenommen. Dann wird 3—4mal 
ausgeaithert, mit Scl wefel: dure (nicht Salzséure!) auf pp 1 gebracht und nochmals 
viermal mit Ather aus geschiittelt. Die letzte Atherschicht gibt, mit NaOH geschiit- 

telt, nur noch sehr schwache Rotfarbung und so gut wie keinen Riickstand. Aus 
der wiBrigen Lésung verschwinden die Atherreste durch Durchsaugen von Luft. 
Die Schwefelséure wird durch Zugabe von 20g feuchtem Anionenaustauscher 
Amberlite IRA 410 in Hydrogencarbonatform entfernt. Es wird abgesaugt, ge- 
waschen und im Vak. auf 100 ccm gebracht. 

Die Isatinchromatograrme ergeben im Mittel 68 mg Prolin. 

0,05 und 0,10 ccm der I. TNB-Mutterlauge zeigen auf dem Ninhydrin- 
chromatogramm alle Aminosauren des urspriinglichen Hydrolysates. Die basischen 
Aminoséuren und Glu sind besonders stark vertreten, Val, Leu und Phe dagegen 
nur sehr schwach. Die Menge der enthaltenen Aminosauren wird hier im ganzen auf 


| etwa 0,3 g geschatzt. In Héhe von Val und Leu treten schon vor der Farbung zwei 


gelbliche Flecke unbekannter Natur hervor. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 306 6 
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II. TNB-Fallung: Die 1,20g ProI werden in 100 ccm frischem, absol, > 


Alkohol gelést und 24 Stdn. im Ejisschrank stehen gelassen. Danach wird durch 


eine Glasfritte G4 abgesaugt, mit Alkohol nachgewaschen und mit einer Lésung f 


von 3,5 g TNB in 20 ccm abs. Alkohol vermischt (150 com Gesamtvolumen), 
Nach 48Stdn. im Eisschrank verfihrt man wie vorher. Man erhalt 3,2076, 
Prolintriat II, entspr. 0,99 g Pro, Schmp. F, = 100° und F, = 160,5°. Bei der 
Zerlegung ist diesmal schon die aus dem Toluol zuriie kbleibende, braune Substanz 
kristallin. Es werden 0,97 g farbloses, kristallines Pro II erhalten, das sind 81% 
des Ausgangsmaterials. 38 mg werden in 3,8 cem Wasser gelést und zur papier. 


chromatographischen Reinheitspriifung verwendet. 


100, 250 und 500 y werden > 


aufgetragen. Bei 250 und 500 y ist noch eine ninhydrinpositive Substanz zu sehen, f 
die sich nicht identifizieren ]aBt. Sie fallt mit zugesetztem Asp, Gly und Ser zu. > 
sammen, allein hat sie einen etwas niedrigeren Ry-Wert. Ihre Menge entspricht 
héchstens 0,5% des Pro, wahrscheinlich aber weniger. Auf einem Ninhydrin. f 
chromatogramm aus Phenol, Wasser (4:1) war sie auch bei 500 y Pro nicht zu sehen, 

Die Il. TNB-Mutterlauge zeigte nach der Entfernung der TNB auf denf 
Isatinchromatogrammen im Mittel einen Gehalt von 65 mg Pro. Die Ninhydrin. 


chromatogramme ergeben bei 0,05 und 0,10 von 100 com die basischen Aminosauren F 


und Tyr, zusammen etwa 15 mg. 


Ill. TNB-Fallung: 0,91 g Pro II in 80 ccm frischem, absol. Alkohol saugt 
man unter WasserausschluB8 durch eine Glasfritte G4 und versetzt mit einer) 


ebenfalls unter WasserausschluB durchgesaugten Lésung von 3,5 g TNB in 20 com> 
absol. Alkohol. Es werden 2,7490 g Prolintriat III, entspr. 0,85 g Pro, erhalten, F 
Schmp. F, = 104—108°, F, = 165—168°. Nach der Zerlegung bleiben 0,832) 
farbloses, irist. Prolin III vom Schmp. 222° (ohne Zers.!) zuriick, die sich auf dem > 
Ninhydrinchromatogramm bis zu 500 y als véllig rein erweisen. (91% der Aus- j 


gangsmenge.) 


35,0 mg zeigen bei mehrstiindigem Erwairmen auf 110° in der Trockenpistok ff 4 


tiber P,O,; keine Gewichtsabnahme. 


C,;H,O.N (115,1) Ber. C 52,16 H 7,88 N 12,17 Gef. C 52,28 H 8,03 N 12,08 
Die III. TNB-Mutterlauge enthalt den Isatinchromatogrammen: nach im | 


Mittel 43 mg Prolin. Auf den Ninhydrinchromatogrammen ist die unbekannte)> 


Substanz aus Pro II nur bei 0,10 von 100 com deutlich zu sehen. Falls es sich 
tatsichlich um eine Aminosaure handelt, kann ihre Gesamtmenge hier héchstens 


1 mg betragen. 


Prolinbilanz: Nach H. Neurath und K. Bailey (i. ¢.4) enthalt wasser- ‘ 
freies Gliadin 17,66% N und 13,55% Prolin. Auf 1,591 g N kommen danach 1,22 ¢) 


Prolin. 
Tsolierbar waren: 


a) das Endprodukt ProlII .... 830mg 
b) fiir Analysen und Papierchromato- 
graphie verbrauchte Proben .. 140mg 


68,0% von 1,22 g 
11,5% von 1,22 g 








970 mg Pro 79,5% von 1,22 g 


Nicht isolierbar blieben: 
a) in der Reineckatmutterlauge . . 20mg 
b) in den TNB-Mutterlaugen I—III 175 mg 
c) inden alkoholischen Restlésungen 

und -substanzen ....... 25 mg 


1,6% von 1,22 g 
14,4% von 1,22 g 


2,1% von 1,22 g 





220 mg Pro 18,1% von 1,22 g 


Insgesamt wurden 1,19 g Prolin nachgewiesen, das sind 97,6% des Literatur-| 
wertes 1,22 g. 69,8% des gefundenen Gesamtwertes wurden als papierchromato- 
graphisch- und analysenreine Substanz isoliert. Bei zwei anderen Gliadinproben 
wurden ahnliche Ergebnisse erzielt, 
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Zusammenfassung 


In Verbindung mit der alten Reineckesiurefallung liefert die neue 
Fallungsmethode fiir Prolin mit 2.4.6-Trinitro-benzoesiure von J. Kapf- 
hammer gute Ergebnisse. Als Ausgangsmaterial eignen sich besonders 
solche EiweiBstoffe, die wenig Hydroxyprolin und basische Aminosaduren 
enthalten. Es wird eine Ausbeute von etwa 70% erzielt. Die Isolierung 
wirklich reinen Prolins (Beimengungen unter 0,2%) la8t sich nur 
papierchromatographisch einwandfrei nachweisen. 


Summary 


The new method of J. Kapfhammer for the precipitation of 
proline using 2.4.6-trinitrobenzoic acid yields good results in conjunction 
with the old precipitation method with Reinecke salt. The most suitable 
starting materials are proteins which contain only small amounts of 
hydroxyproline and basic amino-acids. Yields of approximately 70 per 
cent are achieved. The isolation of pure proline, i.e. containing less 
than 0.2 per cent of other substances, can only be demonstrated satis- 
factorily by means of paper chromatography. 
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Bestimmung von 2—20 y Inulin in tierischen Geweben 
Von 
Bozkourt E. Wahler 


Aus der Arbeitsgruppe fiir Kreislaufforschung der Deutschen Akademie der Wissenschaften, 
Berlin-Buch (Leiter: Prof. Dr. A. Wollenberger) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18, Juli 1956) 


Unter den Methoden zur Ermittlung des extrazelluliren Anteils des 
Gewebswassers hat die Bestimmung des ,,Inulin-Raumes“ eine gewisse 
Bedeutung erlangt. Leider wird deren Durchfiihrung oftmals dadurch 
erschwert, daB bei den tiblichen Methoden, ‘z. B. der von Ross und 
Mokotoff}, die Genauigkeit des Inulin-Nachweises in Geweben wenig 
unter 5°% liegt (die Chlorid-Bestimmung dagegen unter 1%), und daB 
sich die untere Grenze der Empfindlichkeit dabei um etwa 10 y bewegt, 
was in vivo bei maximaler Dosierung die Anwendung von iiber 0,1 g 
Gewebe erfordert. In der vorliegenden Untersuchung wurde der Versuch 
gemacht, diese Schwierigkeiten zu iiberwinden. 


Methodik 


Prinzip: Als geeignetes Verfahren zum Nachweis von Inulin in biologischem 
Material hat sich die Ihlsche Resorcin-Farbreaktion auf Hexosen”: * erwiesen. Sie 
wird nach vorausgegangener alkalischer Autoxydation stérender Oligosaccharide* 
und saurer Hydrolyse des alkalistabilen Polysaccharids ausgefiihrt, wobei die 
Hydrolyse in konz. HCl, die sehr rasch verlauft, ohne weiteres mit der eigentlichen 
Farbreaktion gekoppelt werden kann. 

Zur Vermeidung unnétiger Verdiinnung wird die EnteiweiBung mittels 
Zn(OH),-Fallung® zweckmaBigerweise mit der Neutralisation des Alkaliauf- 
schlusses kombiniert und durch Verwendung von Jenaer Glasfilternutschen die 
Filtr:1 ausbeute erhéht. Hierdurch wird gleichzeitig die Verwendung von Filtrier- 
papier vermieden, da dieses meist wechselnde Mengen inuloiden Materials enthilt. 
Eine Herabsetzung des Blankwertes gegeniiber der Methode-von Roe, Epstein 
und Goldstein’ laBt sich dadurch erreichen, daB man die Farbreaktion ohne 


* Es ist nicit richtig, diese von Ih! gefundene Reaktion als Seliwanoff- 
Reaktion zu bezeichnen, da dessen Verfahren‘, die beim Erhitzen von Hexosen 
mit Resorcin in HCl auftretende Rotfairbung fiir Ketosen (d. h. bes. p-Fructose) 
spezifisch zu machen, auf die quantitativen Methoden nicht iibertragbar ist 
(s. 1. ¢.5). ; 

1 G. Ross u. R. Mokotoff, J. biol. Chemistry 190, 659 [1951]. 

2 A. Thl, Chem. Ztg. 9, 231 [1885]. 

3 J. M. Little, J. biol. Chemistry 180, 747 [1949]. 

4 T. Seliwanoff, Ber. dtsch. chem. Ges. 20, 181 [1887]. 

5 Beilsteins Hdb. d. org. Chemie, Bd. I, S. 878. 

6 M. Somogyi, J. biol. Chemistry 86, 655 [1930]. 

7 J.H. Roe, J.H. Epstein u. N. P. Goldstein, J. biol. Chemistry 178, 
839 [1949]. 
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Essigsiure durchfiihrt. Dabei kann durch Zusatz von FeCl, (von Cole® vorge- 
schlagen) die Proportionalitét der Farbstoffbildung im Bereich geringer Inulin- 
konzentrationen wesentlich verbessert werden. AuBerdem kann durch Erhéhung 
der FeCl,-Konzentration die Farbintensitaét im Gebiet um 510 my, in dem das 
Beersche Gesetz am besten erfiillt ist, bis zu 30% gesteigert werden (s. Abb. 1). 


Tab. 1. Abhangigkeit der Farbstoffbildung von Temperatur und Zeit. 


Reaktionstemperatur . . 100° 90° 85° 80° 759 70° 
Reaktionszeit (Min.). . . 2 3 4,5 7,5 12 19 
max./opt. Farbstoffbildg. (%) 77 90 96 99 98 95 


Wie aus Tab. 1 hervorgeht, ist fiir die Konstanz der Ergebnisse eine méglichst 
genaue Einhaltung der Reaktionszeit und Reaktionstemperatur erforderlich®. 
Die beste Farbstoffausbeute erhalt man bei 78° nach 9 Minuten, wobei inner- 
halb + 1° bzw. + 10 Sek. die Abweichungen im Rahmen der iiblichen MeBgenauig- 
keit liegen. Die typische Farbkurve (Abb. 1) unterscheidet sich von der nach 
Roe, Epstein und Goldstein durch die starke Bande bei 480 mu, deren Hohe 
von der FeCl,-Konzentration abhangig ist. 

















— A(mu) 
8 550 525 500 475 
Abb. 1. Typische Farbkurve nach der , onthe: 
Thlschen Reaktion. ‘3 
Ordinate: Molarer dekadischer Extinktions- 6 
koeffizient am [LM-! em-! x 10-4] A . 

A: 0,00133-m. Resorcin + 0,04-m. Thio- / \ 
harnstoff + 0,00001-m. FeCl, + 8-n. HCl 

(9 Min., 78°) | ae Pe | 
B: 0,0009-m. Resorcin + 0,032-m. Thio- 4 PS 
harnstoff + 1,75-m. CH,CO,H + 6-n. HCl ihe” 

(10 Min., 80°) 




















4 18 19 20 21-103 22 
Dicm")— 


Reagenzien: 1. 0,75-n. NaOH (so einzustellen, daB 3 Vol.-Tle. 5 Vol.-Tle’ 
Zn-Reagens neutralisieren). 

2. 4,25-n. NaOH (so einzustellen, daB 1 Vol.-Tl. 5 Tle. Zn-Reagens + 2 Vol.- 
Tle. HCl neutralisiert). 

3. 0,28-n. ZnSO, + 0,25-n. HCl. 

4. 1-n. HCl. 

5. a) 0,06-m. Thioharnstoff + 0,002-m. Resorcin in konz. Salzsiure. Das 
Reagens ist in dunkler Flasche haltbar; es mu8 wasserhell sein, dazu muB8B das 
Resorcin frisch vakuumdestilliert sein. 

b) 0,1-m. FeCl, in konz. HCl; unmittelbar vor Gebrauch sind 0,1 ml auf 
100 ml Resorcin-Reagens zuzusetzen. Fiir Messungen mit Spektralphotometern 
kann eine héhere Eisenkonzentration verwandt werden. 


8 J.S. D. Bacon u. D. J. Bell, Biochem. J. 42, 397 [1948]. 
® A. Higashi u. L. Peters, J. Lab. clin. Med. 85, 475 [1950]. 
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6. 0,02-proz. Inulinlésung. (Zur Reinigung nach NaOH-Behandlung’® mehr. 
mals mit Aceton umgefallt".) Lésung unmittelbar vor Gebrauch herstellen. 

Verfahrensgang. A. Inulin: Gewebe (etwa 50 mg Feuchtgewicht) in 10 ml 
Jenaer Reagensglas mit Schliffstopfen und Hikchen einbringen, 1,5 ml 0,75-n. 
NaOH zugeben, fest verschlieBen und 10 Min. auf 100° (Wasserbad) erhitzen, auf 
etwa 20° abkiihlen, 2,5 mi 0,28-n. ZnSO, + 0,25-n. HCl zugeben, kraftig schiitteln, 
etwa 30 Min. stehen lassen, auf Nutsche (Schott 17 G3) ganz leicht ansaugen, 
2m/ in Jenaer Reagensglas 18180 iiberfiihren, 4 ml 0,06-m. Thioharnstoff 
+ 0,002-m. Resorcin + 0,0001-m. FeCl, in konz. Salzsiure zugeben, 9 Min. auf 78° 
(Thermostat) erhitzen (bei kleinen Oberflachen kann die Verdunstung vernach- 
lassigt werden), sofort im kaltem Wasser unter Schiitteln auf etwa 20° abkiihlen, 
innerhalb von 30 Min. bei etwa 5150 A kolorimetrieren. 

B. Inuloid (Gewebeblankwert): Gewebe (wie oben) in Jenaer Reagensglas 
einbringen, 1 mi 1-n. HCl zugeben, zuschmelzen, 30 Min. auf 100° (Wasserbad) 
erhitzen, auf etwa 20° abkiihlen, 6ffnen und 0,5 m/l 4,25-n. NaOH zusetzen, zu- 
schmelzen und 10 Min. auf 100° (Wasserbad) erhitzen, auf etwa 20° abkihlen, 
6ffnen und weiter wie unter A. Es empfiehlt sich hierbei nicht zu unterkiihlen, da 
ZnCl, ausfallen kann. 

C. Inulin-Standard: Entsprechend 2—20y Inulin in der Probe (0,15 
bis 1,5 y/ml) werden wie unter A 0,1 m/ auf 40—400 y verdiinnter Inulin-Standard 
eingesetzt, jedoch mit doppelter Reagensmenge versetzt, vom Filtrat 2x2 ml 
iibergefiihrt und als Duplikat entsprechend A weiterverarbeitet. Bei entsprechender 
Inulin-Qualitét kann auf 0,5—5,0 y/ml verdiinnter Inulin-Standard direkt ent- 
sprechend Filtrat nach A weiterverarbeitet werden, doch empfiehlt sich, o. a. 
Verfahren zur Kontrolle. 


Anwendung 


Zur Kontrolle des Gewebseinflusses auf die Farbstoffbildung wurde 
die Riickbestimmung innerer Standards verwandt. Die Wiedergewin- 
nung zu Gewebsproben zugesetzten Inulins betrug beim 2- bzw. 10-y- 
Standard 99,5 + 2,3 bzw. 99,8 + 1,2% (s. Tab. 2). Die Inuloid-Werte 


waren unter den gleichen Bedingungen gegeniiber der Direktbestimmung 


nicht signifikant verandert. 


Die Eignung der Methode insbes. in Verbindung mit der Nadel- 
biopsie-Technik wurde an Katzen und Meerschweinchen geprift. Dazu 


Tab. 2. Wiedergewinnung zu Gewebsproben zugesetzten Inulins. 








Gewebe- | Inulin in der . : 
Gewebeart menge Analyse Tani getentite pn ay 
(mg) (y/ml) (y/ml) . 
Muskel (Katze) .. . 100 2 2,02 +0,06 5 
10 10,03 +0,13 5 
Muskel (Meerschw.) . 100 2 1,99-+0,04 5 
10 9,94-+0,10 5 














10 M. Walser, D. G. Davidson u. J. Orloff, J. clin. Invest. 34, 1520 [1955]. 
11 Uber die Notwendigkeit der Verwendung alkali-stabilen Inulins s. E. Cot- 
love, Fed. Proc. 18, 30 [1954]. 
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wurden Meerschweinchen (Durchschnittsgewicht 0,65 kg) in Ather- 
narkose nephrektomiert und 2 ml 25-proz., 37° warme Inulin-Lésung 
in die V. jug. ext. oder V. cava caud. injiziert. Bei zwei Tieren wurde 
nach 5, 10, 20, 35, 60, 120, 180, 300 Min. mit einer heparinisierten 
Kaniile je etwa 0,2 m/l Blut entnommen (V. jug. ext.), zentrifugiert, das 
Plasma 1:10 mit aqua dest. verdiinnt und davon je 0,65 mi in die 
Analyse eingesetzt. Gleichzeitig durch Nadelbiopsie gewonnenes Gewebe 
des M. gastrocnemius wurde auf einer Glasplatte durch Abtupfen von 
auBerlich anhaftendem Blut befreit, das Feuchtgewicht bestimmt (etwa 
30—50 mg) und unter Zupipettierung von aqua dest. ad 50 mg in die 
Analyse eingesetzt. Da die Konzentrationsdifferenzen zwischen 120 und 
180 Min. beim Muskel, zwischen 180 und 300 Min. beim Plasma und die 
Differenz des Konzentrationsverhaltnisses zwischen Gewebe und Plasma 
zwischen 180 und 300 Min. nicht mehr signifikant gemessen wurden, 
wurde bei 8 weiteren Tieren die Verteilung des Inulins nach 180 Min. 
in den in Frage kommenden Geweben fiir unsere Zwecke hinreichend 
vollstaéndig angenommen. Drei Tiere erhielten zur Kontrolle des Inuloids 
statt Inulin 0,9-proz. NaCl-Lésung injiziert. Bei allen Tieren wurde 
nach 180 Min. auch Gewebe vom Herzmuskel und der Leber entnommen. 

Am intakten Tier wurde die Prifung an Katzen (Durchschnitts- 
gewicht 2,9 kg) in Urethannarkose vorgenommen (0,8—1,2 g/kg). Die 
GréBenordnung der Glomerulusfiltration wurde unter diesen Bedingungen 


_ durch Vergleich der Inulinausscheidung im Harn mit der durchschnitt- 


lichen Plasmakonzentration waihrend der Sammelzeit ermittelt. Nach In- 
jektion in die V. fem. ext. Blutentnahme alle 5 Min. aus Ohrvene und 
abschlieBend Katheterisierung mit Blasenwische. Bei der Dauerinfusion 


_ des Inulins wurde das Verteilungsgleichgewicht nach 150—200 Min. er- 


reicht. Nach Prim.-Injektion 4—8 ml 25-proz. Inulin-Lésung Infusion von 
5—20 ml 20-proz. heparinisierter Inulin-Lésung iiber die volle Zeit. Die 
Gewebe wurden ebenfalls durch Nadelbiopsie gewonnen. Fiir die Be- 


_ stimmung des Wassergehalts wurden entweder Duplikate oder das zur 


Analyse bestimmte Gewebe selbst verwandt, indem bei 105° iiber Nacht 
getrocknet wurde. Zur Kontrolle des Blutgehalts wurde ein Gewebe- 
triplikat nach dem Prinzip von Hastings und Eichelberger™ mit 
15 ml 0,02-n. Sorensen-Phosphatpuffer (px 6,8) extrahiert und der 
Blutfarbstoffgehalt mittels der Methimoglobincyanid-Methode bei 630 
und 800 mu spektrophotometrisch bestimmt}*. Die optischen Messungen 
erfolgten mit dem Havemann-Kolorimeter unter Verwendung eines 
Schott-Interferenzfilters 520 + 3,8 mu, dem Quarz-Spektralphoto- 


_ meter SF 4 der Optischen Werke Leningrad und dem Zeiss- Universal- 


spektrophotometer QM. 
Um die Analysen-Ergebnisse (Tab. 3) auf die Befunde anderer 
Autoren beziehen zu kénnen, wurden sie auf Blutfreiheit des Gewebes 


2 A.B. Hastings u. L. Eichelberger, J. biol. Chemistry 117, 73 [1937]. 
13 W. Heubner, B.E. Wahler u. C. Ziegler, diese Z. 295, 397 [1953]. 
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umgerechnet. Es zeigt sich, daB die beschriebene Methodik in Ver. 
bindung mit der Nadelbiopsie-Technik Resultate liefert, die mit jenen, 
allerdings an anderen Tieren gewonnenen, vergleichbar sind (s. Tab. 4). 


Besonderer Dank gebiihrt Herrn Prof. F. Jung und Herrn Prof. 8. Rapoport 
fir Benutzung von Einrichtungen und Geriten. 


Tab. 3. Inulinraum-Werte verschiedener tierischer Gewebe mit vorliegender 

















Methode. 
Analytische Daten Abgeleitete Daten 
Gewebeart . Wasser- 
Inulinraum | Blutgehalt Gehalt H,Or | H,Oz | H,Oz | H,0, 

Muskel 

(Meerschw.) 101+ 4 27+ 6 765+ 5 378 484 | 3210 | 27% 
Muskel 

(Katze) 107+ 9 38+ 9 768+12 | 370 | 524 | 3240 | 2765 
Myokard 

(Meerschw.) 138+11 47+11 782+ 6 512 | 731 | 3510 | 27% 
Myokard 

(Katze) 159+23 994-24 787+14 486 | 935 | 3550 | 274 
Leber a 

(Meerschw. ) 182+12 46+20 728+19 601 870 | 2615 | 181i 
Leber 

(Katze) 238+21 80+29 737+16 698 | 992 | 2590 | 183) 
GroBhirnrinde 

( Meerschw. ) 31+ 3 18+ 2 788+ 4 oe -: — - 




















Hamatokrit: 0,455-+-0,030 Meerschweinchen, 0,410+-0,015 Katze 


Tab. 4. Inulinraum-Werte verschiedener tierischer Gewebe mit anderen Methoden*, 

















Analytische Daten Abgeleitete Daten 
Gewebeart Inulin- Blut- Wasser- 

raum gehalt Gehalt | H,Oz | H,0z | H,0¢ | H,0z 
Muskel (Ratte)!5. 68 264 2605 
84 ; — ae ULL ie 

Muskel (Hund)!*. 82 — a ~- — os 
Muskel (Ratte)?’ . 96 33 760 308 |. 421 | 3110 | 2750 
Muskel (Mensch )1* 98 — 780 478 — | 3560 | 3080 
Muskel (Ratte)?®. 132 - 750 | 528 | — | 2800 | 2270 
Myokard (Ratte)!5 128 12 741 494 — | 2835 | 2380 























* Zum Vergleich mit den Chloridraum-Methoden siehe 1. c.1* mit Daten von 
Skelett- und Herzmuskel der Katze. 


14 J. F. Manery, Physiol. Rev. 34, 334 [1954]. 
15 J. M. Ledingham, Clin. Sci. 12, 337 [1953]. 
16 G. Nichols jr., N. Nichols, W.B.Weil u. W.M. Wallace, J. clin. 


Invest. $2, 1299 [1952]. 


17 R. Creese, J. L. D’Silva u. S.E.E.Hashish, J. Physiol. 127, 525 


[1955]. 


18 R. Mokotoff, G. Ross u. L. Leiter, J. clin. Invest. 31, 291 [1952]. 
19 W.S. Wilde, Amer. J. Physiol. 148, 666 [1945]. 
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Anmerkung 
Inulinraum _[ml Plasmawasser/kg Gewebe] 
Blutgehalt {ml Blut/kg Gewebe]} 
Wassergehalt [g Wasser/kg Gewebe] 


H,07 [g Interstitielles Wasser/kg Trockengewebe] 
H,Oz [g Extrazellulires Wasser/kg Trockengewebe] 
H,O¢ [g Gewebewasser/kg blutfreies Trockengewebe] 
H,Oz [g Zellwasser/kg blutfreies Trockengewebe] 


Interstitium = Extrazellularer Raum — GefaiBraum 
Analytische Daten: m -+ a(n). 


Zusammenfassung 


Es wird eine Methode zum Inulin-Nachweis angegeben, die es ge- 
stattet, bei Inulinraum-Bestimmungen mit etwa 30—50 mg Gewebe 
auszukommen. Dies wird durch Verbesserung der EnteiweiBungstechnik 
in Verbindung mit einer Empfindlichkeitssteigerung der Ihlschen Re- 
aktion erreicht. Bei Anwesenheit von Extraktivstoffen des Katzen- 
bzw. Meerschweinchenmuskels betragt der mittlere Fehler der Inulin- 
Bestimmung etwa 1%. Inulinraum-Bestimmungen wurden an nephrek- 
tomierten Meerschweinchen bzw. an intakten Katzen bei Anwendung 
der Nadelbiopsie zur Gewebegewinnung aus Muskel, Herz und Leber 
vorgenommen und mit Befunden anderer Autoren verglichen. 


Summary 

A method is described for the detection of inulin by means of which 
inulin space determinations can be carried out with quantities of tissue 
as low as 30—50 mg. The method of deproteinization has been improved 
and the sensitivity of the Ih] reaction increased. In the presence of 
substances extracted from cat and guinea pig muscle the inulin deter- 
mination shows a mean error of approximately 1 per cent. Inulin space 
determinations have been carried out on nephrectomized guinea pigs 
and intact cats using needle biopsy to obtain tissue from the muscle, 
heart and liver and the results are compared with those of other workers. 
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Uber den papierchromatographisch ermittelten Gehalt 
von Phosphor-Verbindungen in der saureléslichen Fraktion 
des menschlichen Blutes 
Von 
Margarete Rohdewald und Martha Weber 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Ernihrungsphysiologie in Dortmund und dem Physiologisch- 
Chemischen Institut der Universitat Bonn 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Juli 1956) 


Die in den Erythrocyten und im Gesamtblut vorkommenden P- 
Verbindungen sind schon lange Gegenstand eingehender Untersuchungen 
gewesen. 

Greenwald! gelang es zuerst, aus tierischem und auch aus menschlichem 
Blut die 2.3-PGS* zu isolieren, die etwa die Halfte des gesamten saureldslichen 
Phosphors ausmacht. Seine Befunde wurden von J ost? bestatigt. Rapoport und 
Guest? priiften die Rolle, die diese Siure bei der Glykolyse spielt. Sie fanden im 
Verlauf ihrer Studien, daB die 2.3-PGS, die im angesaiuerten Blut recht labil ist, 
anscheinend zur Einstellung des Elektrolytgleichgewichtes der Erythrocyten und 
zur Erhaltung der Konzentration der ATP notwendig ist‘. Ferner stellten sie fest, 
daB diese Substanz im Blut der meisten Saugetiere vorkommt, und zwar, in Uber- 
einstimmung mit Greenwald?’, in einer Menge, die etwa der Halfte des organischen 
sdureléslichen Phosphors entspricht. Im Blut der Végel fanden sie keine 2.3-PGS5, 
stattdessen konnte Rapoport® darin in annihernd gleicher Menge den Mesoinosit- 
hexaphosphorsaureester (Phytinséure) nachweisen. 

Hevesy und Aten’ sowie Hahn und Hevesy® bestimmten mit Hilfe von 
anorganischem Phosphat, das radioaktiven Phosphor enthielt, den Eintritt von 
Plasma-P in die organischen P-Verbindungen der roten Blutzellen. Ihre Unter- 
suchungen wurden von Mueller und Baird Hastings? fortgesetzt, die im mensch- 
lichen Gesamtblut, das einige Stunden bei bestimmtem CO,-Druck unter Zusatz 
von *2P enthaltendem Phosphat gestanden hatte, 4 siurelésliche P-Fraktionen 
bestimmten, namlich anorganisches Phosphat, leicht hydrolysierbares, schwer 
hydrolysierbares und nicht hydrolysierbares organisches Phosphat. Frakt. II 
wurde zum gréBten Teil als ATP aufgefaBt, Frakt. III als Gemisch von Adeny]l- 

* In der vorliegenden Arbeit werden folgende Abkirzungen angewandt: 
2.3-PGS: 2.3-Diphosphoglycerinsiure; FDP: 1.6-Fructose-diphosphat; ATP: 
Adenosintriphosphat; ADP: Adenosindiphosphat. 

1 J. Greenwald, J. biol. Chemistry 68, 339 [1925]. 

2 H. Jost, diese Z. 165, 171 [1927]. 

3 §. Rapoport u. G. M. Guest, J. biol. Chemistry 129, 781 [1939]. 

4S. Rapoport u. G. M. Guest, J. biol. Chemistry 181, 675 [1939]. 

5 §S. Rapoport u. G. M. Guest, J. biol. Chemistry 188, 269 [1941]. 

6 §. Rapoport, J. biol. Chemistry 135, 403 [1940]. 

7 G. Hevesy u. A. H. W. Aten, Kgl. danske Vidensk. Selsk., biol. Medd. 
14, 5 [1939]. 

8 L. Hahn u. G. Hevesy, Acta physiol. scand. 8, 193 [1941/42]. 

9 C. B. Mueiler u. A. Baird Hastings, J. biol. Chemistry 189, 869 [1951]. 
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siure und schwer hydrolysierbaren Phosphatestern und Frakt. IV, die dem nicht 
hydrolysierbaren P entsprach und nur aus der Differenz berechnet wurde, als 
2.3-PGS. 

Mit dem Eintritt von **P aus dem Plasma in die saureléslichen P-Verbin- 
dungen der roten Blutkérperchen beschaftigt sich auch die Arbeit von Gourley?®. 

Fleckenstein und Gerlach! wandten zum erstenmal zwecks Bestimmung 
der siureléslichen P-Verbindungen der Erythrocyten die papierchromatographische 
Methode an, die wesentlich genauere Resultate liefert als die vorher meist beniitzte 
Hydrolysen- oder Fallungsmethode. Es gelang ihnen, in Saugetier-Erythrocyten 
eine Trennung und exakte Bestimmung von ADP und ATP zu erzielen. 

Eine Arbeit iiber den Phosphatstoffwechsel von Saugetier-Erythrocyten 
wurde von Prankerd und Altman” ausgefihrt, die sich zur Identifizierung der 
P-Verbindungen gleichfalls der Papierchromatographie bedienten. Auch sie stu- 
dierten den Eintritt von zugesetztem **P-haltigem Orthophosphat aus dem Plasma 
in die organischen P-Substanzen der roten Blutzellen. Sie stellten dabei in den 
Erythrocyten das Auftreten von folgenden P-haltigen Substanzen fest: ATP, 
ADP, 2.3-PGS, FDP und anorganisches Phosphat, die sie quantitativ bestimmten. 


Zweck der vorliegenden Arbeit war es nun, die saureléslichen P- 
Fraktionen des menschlichen Gesamtblutes bei einer groBeren Zahl von 
Versuchspersonen qualitativ und quantitativ zu ermitteln, um darauf 
fuBend etwaige Verinderungen des Stoffwechsels bei k6rperlicher Lei- 
stung mit und ohne Belastung durch Glucose oder Fructose verfolgen 
zu k6nnen. Auch wir bedienten uns dabei der papierchromatographischen 
Methode, die sich teilweise an Vorbilder der Literatur anlehnt, teilweise 
aber auch abgeandert wurde. 


Methodik 


0,5 ml Blut werden nach sehr gutem Erwarmen der Hand mittels Schnapper 
und Mikropipette der Fingerbeere entnommen, in 1 mi eisgekiihlte 7,5-proz. 
Trichloressigsiure gebracht und anschlieBend zentrifugiert. Das Zentrifugat wird 
abgegossen und der Riickstand 2mal mit je 0,25 ml 5-proz. Trichloressigsiure 
nachgewaschen. Waschwasser und Zentrifugat werden in einem Schiittelzylinder 
gesammelt, 4mal mit 2,5 ml Ather versetzt und geschiittelt, um die iiberschiiss. 
Trichloressigsaéure zu entfernen (End-py 6,0). Zur Chromatographie benutzen wir 
Schleicher & Schiill-Papier 2043b, Format 28x28cm. Das Papier wird nach 
Eggleston’ zur Reinigung mit einer 0,2-proz. Lésung von athylen-diamin- 
tetraessigsaurem Natrium gewaschen, im Trockenschrank getrocknet und bis zum 
Gebrauch zwischen 2 Holzplatten aufbewahrt, die durch Verschraubung zugleich 
als Presse dienen. Den so bereiteten Papierbogen legen wir auf eine Glasplatte, die 
an der einen Ecke im Abstand von je 5 cm von der unteren Kante und dem Seiten- 
rand ein Loch besitzt, durch welches von unten das Papier mit einem Féhn bei 
Raumtemperatur getrocknet wird. 


Auf die Auftropfstelle, die sich direkt iiber dem Loch befindet, tragen wir 
mit einer ,,Original-Kiihn-Prazidens-Spritze‘‘ 0,2 m/ der Analysenlésung auf. Der 
Bogen wird zu einem Zylinder geformt und mit zwei Glashaikchen seitlich zu- 
sammengehalten, ohne daB sich die Ecken beriihren (Abb. 1). 


10 —D. R. H. Gourley, Arch. Biochem. Biophysics 40, 1 [1952]. 

1 A. Fleckenstein u. E.Gerlach, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. 
Pathol. Pharmakol. 219, 531 [1953]. 

2 T. A.J. Prankerd u. K. J. Altman, Nature [London] 173, 870 [1954]; 
Biochem. J. 58, 622 [1954]. 
13 L. V. Eggleston u. R. Hems, Biochem. J. 52, 156 [1952]. 
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Zum Chromatographieren in saurer Lésung benutzen wir GlasgefaBe von 
30 cm Héhe, 15 cm Durchmesser und einen Glasdeckel, der in der Mitte ein kleines 
Loch hat. Er dient zum Aufhangen der Glasgabel, an welcher der Papierzylinder 
befestigt wird (Abb. 1). Diesen senken wir durch Regulierung der Glasgabel mittels 
eines Gummiringes so, daB er ungefahr 0,5 cm in die Fliissigkeit eintaucht, aber 
nicht den Boden beriihrt. 

Die Bogen werden zweidimensional entwickelt; zuerst aufsteigend sauer, 
dann absteigend alkalisch. Fiir letzteres verwenden wir die iibliche Apparatur. 


Trennungsgang: 60 ml Isopropyl- 





Aufriss s ather und 40 ml 88-proz, Ameisensiure!!, 
Glashdikchen Zur besseren Trennung ist es erforderlich, 
> die GefaBe im Eisschrank bei + 6° aufzu- 


bewahren, Laufzeit iber Nacht. 

Am nachsten Morgen wird der Bogen 
mit kaltem Féhn getrocknet, auf eine Breite 
von 16 cm beschnitten und 24 Stdn. bei 25° 
absteigend chromatographiert. Als Lésungs- 











B mittel verwendet man eine Mischung von 
E 30 ml n-Propanol, 15 ml konz. NH;, 5 ml 
: ' * Wasser und 0,1 mil 0,l-m. Athylendiamin- 
0) tetraacetat!!. 
A 


-~ ee, 
- . 
x 


Abb.1. Vorrichtung zum Aufhangen von Chro- 


i dni ‘ matographier-Bogen im GlasgefaiB; rechts 
if \ oben Glashikchen zum Zusammenhalten 
\ der Bogen. 
' A: Glasgibel mit angeschmolzenem Rohr, 
/ B: Glasdeckel mit Loch, C: Aufstiitzrohr, 
\ | y D: Gummiring. 


Die Bogen werden in gleicher Weise getrocknet und mit dem Molybdan 
reagens nach Hanes und Isherwood" bespriiht. Das feuchte Papier kommt 
5 Min. in einen Trockenschrank von 85°. 

Das anorganische Phosphat, welches meist schon nach dem Bespriihen sichtbar 
wird, zeigt sich nun als gelber, bzw. in konzentrierter Form als gelbgriiner Fleck. 
Um die schwerspaltbaren Ester, vor allen Dingen Phosphoglycerinséure und auch 
die Adeninnucleotide sichtbar zu machen, bedienen wir uns einer Quecksilber- 


Niederdrucklampe (NK 25/85 V), die das Maximum der Strahlungsenergie bei |— 


einer Wellenlange von 254 my hat. Diese Lampe und den erforderlichen Streufeld- 
trafo liefert die Quarzlampen-Gesellschaft, Hanau. Das Papier wird 10 Min. 
der ultravioletten Bestrahlung in einem Abstand von 10 cm ausgesetzt. Simtliche 
Phosphate erscheinen als blaue Flecken. 

Um den P-Gehalt des Plasmas kennen zu lernen, fiihrten wir einige Versuche 
durch: 0,5 ml Blut wurden in ein Zentrifugenglas pipettiert, das eine Spur Liquemin 
enthielt, und kurz danach zentrifugiert. Die iiberstehende, gelbe Fliissigkeit, die 
keine Anzeichen von Hamolyse zeigte, heberten wir ab, brachten sie in 1 ml 
Trichloressigsaure und behandelten sie wie iiblich. Wir fanden nur geringe Mengen 
von anorg. P und eine Andeutung von Triosephosphat. Auf quantitative Aus- 
wertung wurde verzichtet. Fast die gesamten organischen P-Verbindungen be- 
finden sich also in den Blutkérperchen. 

Quantitative Bestimmung: Die blauen Phosphatflecken werden aus- 
geschnitten. Das Einkreisen der anorganischen Phosphatflecken mu8 im Dunkeln 


0.8. Hanes u. F. A. Isherwood, Nature [London] 164, 1107 [1949]. 
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mittels einer UV-Lampe (360 mu) vorgenommen werden, weil sie dann weit 
deutlicher hervortreten als bei Tageslicht. Sie haben die Eigenschaft, kurzwelliges 
Licht zu absorbieren. Als Leerwert — den man vom Hauptwert abziehen muB — 
wird ein gleichgroBes Areal des gleichen Bogens analysiert. Man verascht naB in 
einem Quarztiegel mit 0,5 ml einer Mischung aus 3 Tln. konz. H,SO, und 2 Tin. 
HCIO, (d 1,54)!5. Die so erhaltene farblose Lésung wird auf 5 mi aufgefillt und 
das Phosphat nach Berenblum und Chain!® bestimmt. Zur Farbmessung be- 
nutzen wir das Elektrokolorimeter ,,Elko II“‘ von Zeiss Opton mit dem Filter S 75 
(Licht der Wellenlange 750 mu). Bei Phosphatmengen unter 1 y fiihren wir die 
Bestimmung mit der Halfte der angegebenen Reagenzien aus und erreichen so 
eine héhere Empfindlichkeit. 

Um uns von der Genauigkeit der Methode zu iiberzeugen, analysierten wir 
eine ATP-Lésung. Diese wurde einerseits direkt verascht und andererseits nach 
vorangegangener Papierchromatographie. Im letzteren Fall schnitten wir die 
blauen Flecken aus und veraschten sie. Der P-Gehalt der 1. Probe betrug 3,1 bzw. 
3,3 y, der der 2. Probe 3,0 bzw. 3,2 y. 


Ergebnisse 


Nach dem I. und II. Trennungsgang erhalten wir das Chromato- 
gramm der Abb. 2. Die Identifizierung der einzelnen Phosphatflecken 
A—D erfolgte durch Vergleich mit reinen Substanzen, die wir unter 
gleichen Bedingungen im Papierchromatogramm laufen lieBen. 

Bei A der Abbildung handelt es sich um anorganisches Phosphat. 
Fleck B ist 2.3-PGS. Der Nachweis war uns méglich durch ein synthe- 
tisch dargestelltes Praiparat, fiir das wir Herrn Prof. St. Goldschmidt, 
Miinchen, zu groBem Dank verpflichtet sind. Ein von uns aus roten 
Blutkérperchen gewonnener Diphosphatester stimmte papierchromato- 
graphisch weitgehend damit iiberein. C und D wurden als FDP und ATP 
identifiziert. 

Erst bei langerem Liegen der Bogen treten 2 weitere Flecken auf, die 
wir fir Triosephosphat (Glycerinaldehyd-phosphorséure und Dihydroxy- 
aceton-phosphorsiure) halten. Ein entsprechendes Triosegemisch (Prip. 
TPE“ von Boehringer, Mannheim) diente zum Nachweis. 

Wihrend Fleckenstein und Gerlach" und ebenso Prankerd 
und Altman?!? in den Erythrocyten neben ATP auch ADP finden, 





“te 
™m 








Abb. 2. Abb. 3. 
Abb. 2. Chromatogramm einer Blutprobe. 
A Anorg. P; B 2.3-PGS; C FDP; D ATP. 


Abb. 3. Chromatogramm eines Gemisches der reinen P-Verbindungen. 
A Anorg. P; B 2.3-PGS; C FDP; D ATP; E ADP. 


15 T. Berenblum u. FE. Chain, Biochem. J. 82, 295 [1938]. 
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konnten wir im Gesamtblut letztere Verbindung nicht nachweisen. 
Setzten wir dagegen nach dem Auftropfen unseren Trichloressigsaure- 
Extrakten eine bestimmte Menge ADP (ungefahr 2,5y) hinzu, zeigte 
sich tiber dem ATP ein deutlicher Fleck von ADP, der der zugesetzten 
Menge entsprach. Auch wenn reines ADP schon wahrend der Eiwei8- 
fallung zugesetzt. wurde, fanden wir es auf dem Chromatogramm wieder, 

In Abb. 3 suchten wir die Zusammensetzung des Blutes durch ein 
theoretisches Gemisch der einzelnen reinen P-Verbindungen zu rekon- 
struieren, setzten aber auch ADP hinzu, um uns iiber die Stellung dieses 
bei uns fehlenden Nucleotides zu vergewissern. 

Wir untersuchten das Blut von insgesamt 14 Personen, das morgens 
nach der 1. Mahizeit entnommen wurde. Zwischen mannlichen und weib- 
lichen Versuchspersonen ist kein Unterschied festzustellen. 


Anorganische und organische Phosphatverbindungen in der saureléslichen Fraktion 
des menschlichen Gesamtblutes (mg P in 100 ml Blut). 





























Nr. | ¥e bh. Datum | Anorg. P| 2.3-PGS FDP ATP | Gesamt P 
mann]. 
1 729 19. 3. 56 2,1 6,2 3,5 5,0 16,9 
2 3 4. 4. 56 1,9 5,7 3,8 4,1 15,4 
3 e 5. 4. 56 2,2 6,2 4,4 4,4 jr 
4 3 9. 4. 56 1,6 5,9 3,3 3,0 13,8 
5 & 11. 4. 56 3,0 4,5 4,1 5,7 17,3 
6 se) 12. 4. 56 2,2 4,5 4,0 4,2 14,8 
7 Q 1184.56] 2,5 7,0 2,9 3,8 16,3 
8 3 24. 4. 56 1,8 4,5 2,1 3,6 12,1 
9 Q 30. 4. 56 2,3 6,6 1,9 4,0 14,7 
10 2 7.5. 56 2,1 6,8 2,4 3,5 14,8 
11 3 16. 5. 56 2,1 8,5 2,0 5,4 18,1 
12 g 17. 5. 56 2,2 4,5 2,1 3,4 12,2 
13 Q 23. 5. 56 1,4 6,2 0,7 4,1 12,5 
14 3} 13. 6. 56 2,4 6,2 2,0 3,9 14,5 


Die Tabelle zeigt den Gehalt an anorg. P., 2.3-PGS, FDP und ATP ; 
in mg P/100 m/ Blut. Der P-Gehalt der sdiureléslichen Fraktion bewegt | 
sich zwischen 12,1 und 18,1 mg und entspricht etwa.50°% des Gesamt- | 


P-Gehaltes des Blutes, ermittelt durch Veraschung des Blutes. Im 


Durchschnitt fanden wir fiir die einzelnen Komponenten des Gemisches : 


folgende Prozentzahlen. 
Anorg. P 14,1 2.3-PGS 39,6 FDP 18,6 ATP 27,7 
Wir sehen, daB die 2.3-PGS 40°, des gesamten P ausmacht. Rapo- 
port und Luebering?® fanden, daf in den Erythrocyten ein Enzym 
(Diphosphoglyceromutase) existiert, das die Umwandlung der 1.3-PGS 
in 2.3-PGS bewirkt und umgekehrt. Sie konnten ferner zeigen, daB die 


16 §, Rapoport u. J. Luebering, J. biol. Chemistry 188, 507 [1950]; 
196, 583 [1952]. 


17 §. Rapoport u. J.Luebering, J. biol. Chemistry 189, 683 [1951]. | 


18 §. Rapoport, Biochem. Z. 326, 231 [1955]. 
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Phosphor-Verbindungen im menschlichen Blut 
2.3-PGS durch ein anderes Enzym, die Glycerat-2.3-diphosphatase, in 
3-PGS und Phosphorsaure gespalten wird!’?. Rapoport!® zog daraus 
den wichtigen Schlu8, daB in den Erythrocyten der tiberwiegende Anteil 
de; Glucosekohlenstoffes den Weg iiber die 2.3-PGS nimmt, die in den 
roten Blutzellen in erheblicher Menge vorhanden ist. Danach kommt 
dieser Siure im Stoffwechsel eine besondere Bedeutung zu. 

Mit dem Studium der Veranderungen, die die P-Verteilung in der 
saureléslichen Fraktion des Blutes bei Arbeitsleistung erfahrt, sind wir 
beschaftigt. In den ersten Versuchen fanden wir einen Anstieg des 
Gesamtphosphates durch Erhéhung der FDP. In einigen Fallen betrug 
die Zunahme dieser P-Verbindung 80% und mehr. Da die Glykolyse 
durch Muskelarbeit beschleunigt wird, ist der Anstieg der FDP, die ein 
verhiltnismaBig stabiles Zwischenprodukt der Glykolyse ist, erklarlich. 


Fir die Unterstiitzung und Foérderung dieser Arbeit sind wir Herrn 
Professor Dr. H. Kraut zu groBem Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


Wir fanden in der saureldslichen Fraktion des menschlichen Blutes 
mittels der papierchromatographischen Methode auBer anorganischem 
Phosphat folgende organische P-Verbindungen: 2.3-PGS, ATP und FDP. 
ADP konnten wir im Gegensatz zu anderen Autoren in dieser Fraktion 
nicht nachweisen. 

Die einzelnen Komponenten wurden auch quantitativ bestimmt 
und ihr durchschnittlicher prozentualer Anteil in dem vorliegenden 
Gemisch ermittelt. 2.3-PGS steht dabei an erster Stelle. 

Bei Arbeitsleistung zeigte sich ein erheblicher Anstieg von FDP. 


Summary 


The acid soluble fraction of human blood has been examined by 
means of paper chromatography and found to contain 2.3-PGA, ATP 
and FDP, in addition to inorganic phosphate. Contrary to statements by 
other workers no ADP could be detected in the fraction. The average 
proportions of the individual components were determined and 2.3-PGA 
found to be present in the largest amount. During exercise the FDP 
proportion is substantially increased. 
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Nachweis einer Beteiligung von Fettsduren 
aus dem Nahrungs- oder Depotfett 
am Aufbau des Leberfettes und an der bei Cholinmangel 
auftretenden Leberverfettung 
‘ Von 
Heribert Wagner, Esther Seelig und Karl Bernhard 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Basel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Juli 1956) 


Leberverfettungen mit den daraus resultierenden, zumeist schweren 
Schidigungen des Organes lassen sich leicht herbeifiihren, wenn aus der 
Nahrung der Versuchstiere die lipotropen Faktoren, z. B. das Cholin, 
ausgeschlossen werden. Uber die Wirkungsweise der letzteren ist wenig 
bekannt. Fiir das Zustandekommen der ersteren kénnen verschiedene 
Griinde geltend gemacht werden. 

In friiheren Versuchen zeigten wir!, daB der Einbau von 'C-Acetat 


in die Fettsiuren normaler und verfetteter Lebern im gleichen Ausmafe | 


erfolgt, eine gesteigerte synthetische Leistung des Organes also 
nicht die Ursache der Verfettung sein kann. Ferner fanden wir die Fett- 
siureoxydation in der Fettleber von derjenigen normaler Organe nicht 
verschieden?. Ein reduzierter Fettabbau verschuldet demnach die 
Leberverfettung nicht. Stetten und Salcedo® gelangten auf Grund 
der Ergebnisse von Isotopensignierungsversuchen mit Deuterium, die 
wir an einem groBen Tiermaterial unter Heranziehung des schweren 
Wasserstoffes und andererseits unter Verwendung von 4C-Acetat be- 
statigten und erweiterten, zur Ansicht, die Verfettung sei die Folge eines 
verzogerten Abtransportes des in der Leber gebildeten 
Fettes. 

Kine Beeinflussung des Leber-Fettgehaltes durch Nahrungsfett 
wurde verschiedentlich gepriift. Vor kurzem fiitterten Elvehjem und 
Mitarbb.* Ratten, einer eiweiBarmen Diait im AusmaBe von 20% zu- 
gesetzt, wihrend 2 Wochen verschiedene Nahrungsfette. Dabei ergaben 
sich héhere Fettgehalte der Leber, wenn bei gleichzeitigem Cholinmangel 

1 K. Bernhard, G. Ulbrecht, M. Ulbrecht u. H. Wagner, Helv. chim. 
Acta 87, 1439 [1954]. 


2 K. Bernhard, G. Ulbrecht, M. Ulbrecht u. H. Wagner, Helv. phy- | 


siol. Acta 14, 342 [1956]. 
3 D. Stetten jr. u. J. Salcedo, J. biol. Chemistry 156, 27 [1944]. 


4 PD. A. Benton, A. E. Harper u. C. A. Elvehjem, J. biol. Chemistry 218, | 


693 [1956]. . 
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Butter oder Speck statt Mais6l verabreicht wurden. Weitzel und Mit- 
arbb.® interessierten sich fiir die Frage, ob Fettsiuren mittlerer C-Zahl 
in der Leber zur Deponierung gelangen und ernaéhrten Ratten mit einem 
Futter, das bis zu 40° Octansaiure- bzw. Decansiuretriglycerid oder 
Dodecansiaure-athylester enthielt. Diese Siuren waren aber sowohl bei 
cholinsuffizient als auch cholinfrei gefiitterten Tieren in den Lebern nur 
geringfigig aufzufinden. 

Ks schien uns winschenswert, eine Beteiligung des Nahrungs- 
bzw. des Koérperfettes oder, priaziser ausgedriickt, gewisser Fett- 
siuren aus dem ersteren am Aufbau des Leberfettes insbesondere bei 
eigentlicher Leberverfettung durch einwandfreie Beweise zu bejahen 
oder zu verneinen. 


Tab. 1. Cholinmangel-Tiere. Leberfettsiuren und Anteile der Eruca- und 
Stearinsdure an denselben. 














Leberfettsauren 
Tier Erucasaure Stearinsaure 
Nr. total in % des mo, d warns 
: in % der in % 
7 = mg Fettsren. mg Fettsauren 
1 452 10,8 26,2 5,8 58,2 12,9 
2 1300 27,8 60,0 4,6 69,0 5,3 
3 320 9,2 16,3 5,1 54,3 17,0 
4 260 6,4 21,9 8,4 38,0 14,6 
5 306 9,4 16,8 5,5 46,9 15,3 
6 214 8,7 15,0 7,0 36,5 71 
a 371 9,7 39,0 10,5 43,1 11,6 
8 645 14,8 45,1 7,0 42,5 6,6 
9 426 10,0 59,0 13,8 52,0 12,2 
11 572 13,9 48,0 8,4 72,0 12,6 
12 260 6,0 21,9 8,4 32,1 12,4 
13 470 12,5 45,0 9,6 45,5 9,7 
14 86 3,1 8,2 9,5 1 8 12,9 
15 145 4,4 9,0 6,2 20,5 14,1 
16 350 7,9 21,0 6,0 50,0 14,3 
17 ive 6,8 13,2 BRL 21.3. 12,4 
18 465 11,8 41,4 8,9 48,7 10,5 
19 193 6,7 22,6 11,7 36,6 19,0 
20 124 4,1 9,4 7,6 25,8 20,8 
21 332 6,9 25,6 dal 69,0 20,8 
22 354 12,0 33,5 9,5 57,1 16,2 
23 260 8,3 23,4 9,0 37,6 14,5 
24 344 11,8 23,4 6,8 50,5 14,7 
25 310 11,0 24,5 7,9 42,5 13,7 
26 255 8,3 24,0 9,4 42,2 16,6 
27 185 x eI 10,4 5,6 26,6 14,4 
28 209 5,8 10,2 4,9 47,7 22,9 
29 357 8,7 17,9 5,0 47,3 13,3 
30 368 9,9 28,6 7,8 46,0 12,5 




















5 G. Weitzel, H. Schén, F. Gey u. U. Roester, diese Z. 308, 184 [1956]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 306 7 
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Tab. 2. Kontroll-Tiere. Leberfettsiuren und Anteile der Eruca- und 

Stearinséure an denselben. 
Leberfettsauren 
Tier Erucasaéure | Stearinsaiure 
Nr. total in % des a as Er 
m Lebergew. in er IM /o Ger 
. ° mg Fettsren. mg Fetisiuren 

31 86 2,2 4,0 4,7 22,2 26,0 

32 102 3,1 1,3 1,3 34,7 34,0 

33 77 3,0 0,8 A,1 20,1 26,1 

34 72 2,7 4,3 6,0 18,2 25,2 

35 68 3,0 1,6 2,3 25,7 37,9 

36 61 2,1 2,7 4,4 22,7 37,3 

37 90 2,8 0,9 1,0 30,4 33,7 

38 69 2,5 4,1 6,0 14,8 21,4 

39 60 2,1 2,0 3,3 17,6 29,3 

40 75 2,2 3,0 4,0 23,6 31,5 

41 74 2,3 2,5 3,4 22,3 30,1 

42 72 2,3 3,4 4,7 27,1 37,8 

43 56 1,7 1,5 2,6 17,2 31,1 

44 71 2,2 0,9 1,3 16,3 23,0 

45 76 2,3 5,2 6,9 21,5 28,3 

46 65 1,9 3,7 5,7 19,8 30,6 

47 - 104 2,6 1,7 1,6 25,2 24,2 

48 78 2,1 2,0 2,6 25,4 32,6 ; 

49 76 2,4 2,7 3,6 25,3 33,2 ] 

50 69 1,8 2,2 3,2 25,0 36,3 

51 72 2,1 2,7 3,7 22,9 31,9 

52 71 1,8 1,0 1,4 22,0 31,0 

53 80 2,6 3,8 4,8 17,6 22,0 

54 40 1,3 1,9 4,7 10,6 26,7 

55 125 3,1 8,5 6,8 39,5 31,6 

56 98 2,4 2,3 2,3 30,6 31,3 E 

57 134 3,8 7,4 5,5 23,3 17,4 i 

58 96 2,6 4,7 4,9 21,9 22,8 : 

59 69 2,8 2,8 4,1 15,6 22,7 

60 63 2,3 3,5 5,6 16,0 25,4 

Wir haben mit Hilfe der im Rapsél als Glycerid reichlich vorkom- ‘ 
menden Erucaséure und dank einer papierchromatographischen, | 
quantitativen Bestimmungsmethode fiir Fettsiuren® eine Sezernierung | 
von Ko6rperfett in das Darmlumen bewiesen’? und auf Grund dieser Er- | 
fahrungen das Raps6l auch zum Nachweis einer infiltrativ bedingten : 
Leberverfettung herangezogen. j 





Wir fiitterten 60 junge Ratten eine Diit, die 10°, Rapsél aufwies | 
und entweder vollig cholinfrei war oder diesen Wirkstoff geniigend bzw. | 
reichlich enthielt. Nach 18 Tagen wurden die Tiere getotet und einzeln | 









° H. Wagner, L. Abisch u. K. Bernhard, Helv. chim. Acta 38, 1536 
[1955]. 
7 K. Bernhard, E. Seelig u. H. Wagner, diese Z. 304, 138 [1956]. 
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Tab. 3. Cholinmangel-Tiere. Fettsiuren aus dem eviscerierten Tierkérper. 
































Tier a : 
Gewicht Fettsauren aus dem eviscerierten 
Gewicht, g | des evisc. Tierkérper 
Tier- 

Nr Ver- st k6rpers total | in % des Erucaséure | Stearinsaure 
such | such g g Gew. mg }in%| mg |in% 

l 63 69 52,9 3,90 7,4 222 5,7 | 269 6,9 
2 68 75 55,2 6,26 11,3 162 2,6 | 650 | 10,4 
3 69 67 51,9 3,90 7,5 351 9,0 | 250 6,4 
4 70 i2 53,6 4,41 8,2 349 7,9 |-464 | 10,5 
5 73 71 54,2 4,25 7,8 322 7,6 | 306 1,2 
6 68 56 42,6 2,85 6,7 307 | 10,8 | 300 | 10,5 
7 75 76 58,6 6,83 11,7 500 7,3 | 648 9,5 
8 72 y fe 53,3 5,96 9,5 344 6,8 | 566 | 11,2 
9 73 74 57,6 5,29 9,2 700 | 13,3 | 296 5,6 
ll 65 64 48,1 3,79 7,9 300 7,9 | 385 | 10,2 
12 62 tz 53,8 3,61 6,7 585 | 16,2 | 199 5,5 
13 62 68 51,4 3,64 7,1 109 3,0 290 8,0 
14 59 60 46,4 3,95 8,5 435 | 11,0 | 194 4,9 
15 74 66 51,0 5,01 9,8 266 5,3 | 446 8,8 
16 72 77 58,6 5,88 10,0 440 7,5 | 464 7,9 
17 55 50 3iy7 2,87 7,6 218 7,6 | 299 | 10,4 
18 T2 67 49,8 3,66 7,4 205 5,6 | 268 1.0 
19 57 54 39,7 2,73 6,9 270 9,9 | 305 | 11,2 
20 63 63 46,9 3,24 6,9 255 7,9 | 165 5,1 
21 62 71 52,8 4,49 8,5 461 10,3 | 425 9,5 
22 72 51 37,6 2,82 7,5 229 8,1 | 310 | 11,0 
23 57 62 47,2 4,45 9,4 302 6,8 | 458 | 10,3 
24 65 58 44,4 3,86 8,7 290 7:5 | 321 8,3 
25 69 63 47,3 3,48 7,4 195 5,6 | 229 6,6 
26 65 63 47,1 3,66 7,8 235 6,4 | 454 | 12,4 
27 60 54 40,7 3,29 8,1 181 5,5 | 165 5,0 
28 79 66 49,7 3,76 7,6 222 5,9 | 271 7,2 
29 70 68 50,4 5,48 10,8 290 5,3 | 312 5,7 
30 59 61 46,1 3,01 6,5 202 6,7 | 415 | 13,8 




















aufgearbeitet. Aus jeder Leber und jedem der sorgfaltig eviscerierten 
Tierkérper isolierten wir sodann quantitativ die Fettsiuren und be- 
stimmten ihren Gehalt an Eruca- und Stearinsaure. 

Die Tab.1 und 2 zeigen die diesbeziiglichen Resultate fir die 
Lebern der Cholinmangeltiere und Kontrollen, wahrend die Tab. 3 und 4 
die Ergebnisse der Untersuchungen der eviscerierten Tierk6rper ver- 
mitteln. 


Ex perimentelles 


Wir verwendeten weiBe, mannliche Ratten unserer eigenen Zucht im Alter 
von etwa vier Wochen, die in Einzelkafigen gehalten wurden. Das Grundfutter 
bestand aus 8%, fettfreiem, extrahiertem Casein, 12% pulverisierter Gelatine, 
73% Rohrzucker, 2% Agar-Agar und 5% Salzgemisch nach McCollum. Es 
wurde durch die Vitamine des B-Komplexes und eine geringe Menge Lebertran 
erginzt. Zu 9 Gew.-Tin. fiigten wir 1 Gew.-TI. raffinierten Rapséles. Die Kontrollen 

7* 
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Tab. 4. Kontroll-Tiere. Fettsaiuren aus dem eviscerierten Tierkérper. 

















Tice Gewicht Fettsiuren aus dem eviscerierten 
Gewicht, g | des evisc. Tierkérper 
—_—_———_ Tier- 

Nr. Ver- a kérpers total | in % des Erucasaiure | Stearinsaure 

such | such g g Gew. mg |in% | mg | in% 
31 79 81 60,5 4,37 7,2 445 | 10,2 | 258 5,9 
32 66 61 44,8 3,05 6,8 271 8,9 | 335 | 11,0 
33 72 73 54,3 4,18 ast 217 5,2 | 246 5,9 
34 56 60 44,3 3,82 8,6 375 9,8 | 184 4,8 
35 58 57 43,2 4,50 10,4 400 8,9 | 373 8,3 
36 62 59 45,3 3,34 7,4 324 9,7 | 230 6,9 
37 72 78 60,8 2,89 4,8 389 | 13,5 | 133 4,6 
38 60 58 43,9 4,41 10,1 322 7,3 | 494 | 11,2 
39 74 68 52,8 3,36 6,4 242 7,2 | 242 7,2 
40 55 70 53,5 3,19 6,0 327 10,3 | 344 | 10,8 
41 64 70 53,5 5,35 10,0 272 5,1 | 658 | 12,3 
42 78 72 55,5 3,38 6,1 276 8,2 | 162 4,8 
43 64 70 54,8 7,20 13,2 540 7,5 | 770 | 10,7 
44 68 72 55,9 5,92 10,6 355 6,0 | 544 9,2 
45 67 72 56,4 6,31 11,2 575 9,1 |} 639 | 10,1 
46 64 75 58,9 4,58 9,5 352 7,7 | 330 7,2 
47 75 |- 86 67,0 5,72 8,5 257 4,5 | 373 6,5 
48 70 81 62,8 5,90 9,4 500 8,5 | 317 5,3 
49 70 68 51,7 2,95 5,7 306 | 10,4 | 177 6,0 
50 74 82 61,5 3,97 6,5 325 8,2 | 338 8,5 
51 67 65 51,5 4,77 9,3 239 5,0 | 277 5,8 
52 61 76 59,1 6,23 10,5 318 5,1 | 455 7,3 
53 64 72 54,8 5,15 9,4 438 8,5 | 376 7,3 
54 56 69 53,2 4,25 8,0 285 6,7 | 345 8,1 
55 82 92 71,6 5,70 8,0 444 7,8 | 466 8,2 
56 79 77 57,6 6,53 11,4 242 3,7 | 360 5,5 
57 73 82 63,9 5,95 9,3 458 7,7 | 446 7,5 
58 82 79 61,3 5,57 9,1 350 6,3 | 317 5,7 
59 51 52 38,5 4,37 11,4 289 6,6 | 289 6,6 
60 51 55 41,2 4,03 9,8 307 7,6 | 210 5,2 





























erhielten zusatzlich pro 1 kg Futter 5 g Cholin. Die Versuchsdauer betrug 18 Tage. 
Die Fettsiuren wurden in der iiblichen Weise durch Verseifung des zerkleinerten 
Materials mit methanol. Kalilauge nach Abtrennung des Unverseifbaren gewonnen. 
Eruca- und Stearinséiure bestimmten wir im Fettsiuregemisch nach unserer 
bereits mitgeteilten Methode®. Die angegebenen Daten sind stets Mittelwerte von 
mehreren, gut iibereinstimmenden Messungen. 


Diskussion der Ergebnisse 


Ausgehend von der Frage nach den Ursachen der bei Mangel an 
lipotropen Faktoren sich ergebenden Leberverfettung haben wir die 
Méglichkeit des Zustandekommens letzterer durch infiltrative Prozesse, 
also durch Einwanderung und Retention von Nahrungs- bzw. Ko6rper- 
fettsiuren in die Leber gepriift. 
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Wir verfiitterten ein natiirliches, vegetabilisches Ol, an dessen 
Zusammensetzung sich die einfach ungesittigte, 22 C-Atome aufweisende 
und bei K6rpertemperatur noch fliissige Erucasiure stark beteiligt. 
Letztere wird vom Tierkérper nicht synthetisiert, indessen leicht ab- 
gebaut und verhilt sich offenbar wie andere ungesattigte Saéuren. 


Tab. 5. Mittelwerte aus den Untersuchungen der eviscerierten Tierkérper. 














Cholin- Kontroll- 
mangel-Tiere Tiere 
Tiere 
Aneahl: . 60.4 . 3 ak 29 30 
Gewicht zu Beginn, g. Biee., eahothe 67 67 
Gewicht nach der Tétung, g. . 65 71 
Eviscerierte Tierkérper 
OWIONts cos eee % we Rs 49,2 54,5 
Fettsauren 
a ee a ee ae 4,15 4,70 
in % des Gewichtes ... . 8,3 8,7 
Erucasaure, totalmg. . . . 309 348 
Erucasaure in % . 5 debs 7,6 Uri! 
Stearinsaure, total mg er: 349 356 
Stearinsiurein®% ..... 8,5 7,5 


Aus Tab. 5 geht hervor, daB die 29 cholinfrei ernihrten Ratten bei 
dem eiweiBarmen, aber fetthaltigen Futter (10°/, Rapsol) wahrend drei 
Wochen an Gewicht nicht zunahmen und nach Eviscerierung im Mittel 
415g Fettsiuren aufwiesen. Davon bestanden 7,6°% aus Erucaséure 
und 8,5°% aus Stearinsiure. Es wurde somit eine merkliche Anreicherung 
der Fettdepots an Erucasiure erreicht, die bei den mit Cholin versehenen 
Kontrollen nur wenig héher ist (7,7°/). Der Stearinsaiuregehalt ist dagegen 
etwas geringer als bei den Mangeltieren. 


Tab. 6. Mittelwerte aus den Untersuchungen der Lebern. 














299 |! 30 
Cholin- Kontroll- 
mangel-Tiere Tiere 
Leber 

fowscnese 285 se 3,57 3,29 
in % des Tiergewichtes. . . . 5,5 4,6 

Leberfettsauren 
totalmg ..... wagt3 348 78 
in % des Lebergewichtes ape 9,4 2,4 
Erucasaure: totalmg ... 26,2 3,0 
in % der Fettsiuren. . . . 7,8 3,8 
Stearinsaure:totalmg. . . 43,7 22,5 
in % der Fettsiuren. .. . 14,2 29,1 
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Die Lebern (vgl. Tab. 6) wiesen 9,4°, Fettsiuren auf gegeniiber 
2,4°%, bei den Kontrollen und enthielten im Mittel 26,2 bzw. 3,0 mg 
Erucasiure pro Tier, was bezogen auf die Gesamtfettsiuren Gehalten 
von 7,8 bzw. 3,8% entspricht. Ausgeprigte und wieder hochgradig ge- 
sicherte Unterschiede machten sich auch in bezug auf die Stearinsaure- 
gehalte geltend, welche bei den Cholinmangeltieren 14,2° und bei den 
Kontrollen 29,1°% der Gesamtfettsiuren betrugen. Dieser letztere Wert 
dirfte weitgehend durch die vorhandenen Glycerinphosphatide, welche 
bekanntlich viel Stearinséure einschlieBen und im Vergleich zu den 
Mangeltieren reichlicher vorkommen, bedingt sein. 

Ks ergibt sich somit am Beispiel der Erucasiure die wohl allgemein 
zu fassende Feststellung, daB héhere Fettsiuren aus der Nahrung oder 
den Fettdepots nach einiger Zeit auch im Leberfett nachweisbar werden 
und bei ausgeprigter Leberverfettung ganz merklich in Erscheinung 
treten. Der Erucasiuregehalt erreicht bei den Fettlebern denjenigen 
des entsprechenden Depotfettes, bei den Kontrollen indessen nur rund 
die Halfte desselben. 

Unsere Versuche an einem betrichtlichen Tiermaterial beweisen 
einwandfrei, daB zu den Ursachen der Leberverfettung auch eine Infil- 
tration von Fettsaéuren aus den Depots oder der Nahrung zu zihlen ist. 
Diese SchluBfolgerung ergibt sich nicht lediglich auf Grund héherer Leber- 
fettsiuregehalte nach Fettfiitterung, sondern aus dem exakten analyti- 
schen Nachweis der im Nahrungs- und Depotfett der Tiere vorhandenen 
und in der Fettleber gegeniiber der Normalleber stark angereicherten 
Erucasiaure. 


Wir haben kiirzlich eine fettchemische Untersuchung der Leber [ 
eines 15 Monate alten Knaben veréffentlicht®, bei dem die Autopsie 


eine Pankreasfibrose erkennen lieB. Rund 80%, des Leber-Trocken- 
gewichtes bestanden fast ausschlieBlich aus Neutralfett, dessen Fett- 


siurezusammensetzung derjenigen menschlichen Depotfettes entsprach. | 


Unsere geiuBerte Vermutung einer infiltrativen Leberverfettung wird 
durch die hier mitgeteilten Befunde an Ratten weitgehend gestiitzt. 


Fir die vorliegenden Untersuchungen stand der uns durch die Schweiz. 


Gesellschaft fiir Ernahrungsforschung zugesprochene Nestlé-Preis zur | 


Verfiigung, was wir dankend hervorheben méchten. 


Zusammenfassung 


Sechzig junge Ratten erhielten mit cholinsuffizienter oder cholin- 
defizitérer Nahrung 10°, Rapsél und wurden nach 18 Tagen einzeln | 


aufgearbeitet. 


Das Depotfett aus den eviscerierten Tierkérpern enthielt im Mittel 


7,6 und 7,7°% Erucasiure. 


Die Lebern der mit Cholin versehenen Tiere wiesen im Mittel 78 mg : 
Fettsduren (2,4°%) auf, an deren Zusammensetzung sich die Erucasiure | 





oF, Lindlar u. K. Bernhard, Helv. physiol. Acta 14, 221 [1956]. 
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mit 3,8 und die Stearinsaéure mit 29,1° beteiligten. Aus den Fettlebern 
der Cholinmangelratten gewannen wir im Mittel 9,4% Fettsaduren 
(348 mg) mit 7,8 Eruca- und 14,2° Stearinsiure. 

Unter Verwendung des erucaséurehaltigen Rapséls konnte somit 
eine Beteiligung von Fettsiuren aus dem Nahrungs- bzw. Depotfett am 
Aufbau der Leberlipide einwandfrei bewiesen werden. Sie tritt bei Cholin- 
mangel viel ausgepragter in Erscheinung, woraus hervorgeht, daB auch 
Fettinfiltrationen zur Leberverfettung beitragen. 


Summary 


Sixty young rats were fed with choline-sufficient and choline- 
deficient diets containing 10 per cent of rape seed oil and were sacrificed 
and examined after 18 days. 

The depot fat from the eviscerated carcasses contained an average 
of 7.6 and 7.7 per cent of erucic acid. 

The livers of the rats fed with choline contained an average of 78 mg 
(2.4 per cent) of fatty acids containing 3.8 per cent of erucic acid and 
29.1 per cent of stearic acid. The fatty livers ot the choline-deficient rats 
yielded an average of 348 mg (9.4 per cent) of fatty acids containing 7.8 
per cent of erucic acid and 14.2 per cent of stearic acid. 

It has thus been shown by the use of rape seed oil containing erucic 
acid that fatty acids from the dietary and depot fat are involved in the 
formation of liver lipids. This effect is much more pronounced in the case 
of choline deficiency which indicates that fatty infiltration also contri- 
butes to fattening of the liver. 
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Isolierung des Kugelfischgiftes mit lonenaustauscher 
Von 
Junji Nagai 
Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Kyushu 
(Direktor: Professor Dr. R. Hirohata), Fukuoka, Japan 


(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Juli 1956) 


Der Genu8 der zur Familie 7'etraodontidae geh6renden Fische hat 
in Japan schon wiederholt schwere Vergiftungen verursacht, denen allein 
nach dem zweiten Weltkriege jihrlich etwa 100 Personen zum Opfer 
gefallen sind. Die Verteilung des Gifts im Fischkérper ist je nach den 
Spezies verschieden, jedoch ist der Eierstock bei weitem am giftigsten 
und das Fischfleisch giftfrei. Deshalb kann man, wenn die Eingeweide 
sorgfaltig beseitigt werden, den Fisch ohne weiteres genieBen. 

Die meisten Vergiftungsfille beruhen auf Unvorsichtigkeit; das 
starke Gift — Mortalitaét fast 90°,, — ist in Japan unter dem Namen 
, Fugugift** bekannt. Mit seiner Aufklaérung haben sich schon viele 
japanische Mediziner und Chemiker befaBt. Den ersten Isolierungsver- 
such machten Takahashi und Inoko!, einen weiteren Tahara?; der 
letztere hat das Gift in ziemlich reinem Zustand bekommen und es 
,,fetrodotoxin“ genannt. Spiter haben der Verfasser und seine Mit- 
arbeiter*® versucht, den Giftstoff besser zu isolieren, weiter zu reinigen. 
Obwohl dies Ziel nicht ganz erreicht wurde, konnten sie feststellen, dab 
das Gift weder mit verschiedenen Schwermetallsalzen, Pikrin-, Flavian., 
Pikrolon-, Rhodanilin- und Rufiansiure und Reineckesalz gefallt, noch 
an Aluminiumoxyd, Kaolin und Permutit absorbiert wurde. Die Un- 
bestandigkeit des Giftes im alkalischen Medium erschwerten seine 
Reinigung und Isolierung noch mehr. 

Vor kurzem gelang es Yokoo* und Tsuda‘, unabhangig vonein- 
ander das Gift mit Hilfe der Adsorptionschromatographie in nadel- 
formigen Kristallen zu gewinnen. Seine minimale letale Dosis betrug fiir 
die Maus 0,01y pro Gramm Tiergewicht, die Elementaranalyse entspricht 
der Formel C,;H,,0,.Ng. 

Da die beiden genannten Methoden jedoch sehr mithsam durchzu- 
fiihren sind, isolierte der Verfasser den Giftstoff mit einem Ionenaus- 
tauscher in kristalliner Form (siehe die Abbild.). 


1 J. Takahashi u. Y.Inoko, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 26, 401, 453 [1890]. 

2 Y. Tahara, Biochem. Z. 30, 255 [1911]. 

3 J. Nagai u. T. Ito, J. Biochemistry [Tokyo] 30, 255 [1939]. 

4 A. Yokoo, J. chem. Soc. Japan 71, 590 [1950]; A. Yokoou. 8S. Morosawa, 
J. pharmac. Soc. Japan 75, 235 [1955]. 
5 K. Tsuda u. M. Kawamura, Pharmac. Bull. 1, 112 [1953]. 
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Auch nach mehrmaligem Um- 
kristallisieren schwankten die 
Analysenwerte noch etwas und 
der Schmelzpunkt war unscharf; 
in einigen Eigenschaften unter- 
schieden sich seine Kristalle von 
denen seiner beiden Vorgianger. 
Als minimale letale Dosis wurden 
fir die Maus 0,008 y pro Gramm 
des K6rpergewichts gefunden. 

Das vom Verfasser isolierte 
Gift ist noch nicht vollig rein. 
Uber seine chemische Struktur 
kann man noch wenig Sicheres 
aussagen. Dennoch sei die ver- 
einfachte Reinigungsmethode im Kristallines Fugugift, 
folgenden beschrieben. 560 fache VergréBerung. 





Beschreibung der Versuche 


1. Extraktion des Gifts. Der in Japan am haufigsten gegessene Kugelfisch 
ist Spheroides rubripes (Tigerkugelfisch), der nach den schwarzen Tigerflecken 
seiner Riickenhaut so genannt wird. Der beim Fischhandler erhiltliche frische 
Kierstock wurde mit Wasser gewaschen und mit dem 6fachen Volumen Wasser 
5Stdn. auf 60—80° erwarmt; dabei wird das Gift fast vollkommen extrahiert. 
Pro Ansatz wurden 1,5 kg Eierstock verarbeitet. Der waBrige Extrakt wurde 
abgegossen und der gekochte Eierstock in einem Tuch mit der Hand abgepreBt. 
Die vereinigten waBrigen Extrakte wurden auf dem Wasserbad auf 1/,, des Aus- 
gangsvolumens eingeengt und entweder sofort weiter verarbeitet oder durch 
Zusatz von einigen ccm Toluol konserviert. Auf diese Weise blieb der Giftgehalt des 
Materials mindestens 10 Jahre unverandert. 

2. Isolierung des Giftes durch Ionenaustauscher: Ein Glasrohr, 
3,5 x 80cm, wurde mit 500 g Amberlite-IRC-50 beschickt, 0,5-n. NaOH durch- 
laufen gelassen und so der Ionenaustauscher in die Na®-Form umgewandelt. 
Dann wurde die Saéule mit deionisiertem Wasser so lange gewaschen, bis die elek- 
trische Leitfahigkeit des Ausflusses minimal geworden war. Uber den in Na®-Form 
umgewandelten Ionenaustauscher wurden 10/1 oben erwahnten EHierstockextrakt- 
kondensats mit der Geschwindigkeit von 100 Tropfen pro Minute gegeben. Nach 
Auswaschen der Saule mit 5/1 dest. Wasser wurde das vom Ionenaustauscher fest- 
gehaltene Gift mit 0,5-n. HCl eluiert; Tropfengeschwindigkeit 100 Tropfen pro 
Minute. Der Endpunkt der Eluierung wurde durch den unten beschriebenen Tier- 
versuch ermittelt. 

Um die beigemengte Salzséure zu entfernen, wurde das Eluat auf iibliche 
Weise iiber eine Amberlite-[R-4B-Siule gegeben. Die salzsiurefreie Lésung 
wurde bis zur breiigen Konsistenz eingeengt und der Giftstoff mehrmals mit absol. 
Athanol extrahiert. Nach Abdampfen des Alkohols blieb das Gift als braune, 
schmierige Masse zuriick, die in 200ccm Wasser aufgenommen wurde. Diese 
waBrige Lésung wurde durch eine Saule (1,5x30cm) von Amberlite IRC-50 
(H®-Form) (130 g) laufen gelassen, von der die noch gebliebenen Verunreinigungen 
festgehalten wurden; der Giftstoff wurde dagegen vollkommen durchgelassen. 

Nach Auswaschen der Siule mit Wasser und Vereinigung des Waschwassers 
mit dem Eluat wurde diese Lésung auf 50 ccm eingeengt und mit 5-proz. HgCl,- 
Lésung die Verunreinigungen ausgefallt. Die tiber Nacht im Kihlschrank auf- 
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bewahrte Lésung wurde mit H,S vom Hg” und mit Amberlite IR-4B vom Ci? 
auf iibliche Weise befreit. Aus der fast farblosen Lésung schied sich das Gift beim 
Einengen in feinen nadelférmigen Drusen aus, die aus heiSem 70-proz. Athanol 
nochmals umkristallisiert wurden. Die Ausbeute betrug 2,5 mg aus 25 kg des 
frischen Hierstocks. 

3. Einige Eigenschaften des krist. Gifts: Die Kristalle hatten keinen 
bestimmten Schmelzpunkt. sie schwarzten sich bei 240° und konnten auf iiber 300° 
erhitzt werden, ohne zu schmelzen oder sich zu zersetzen. Sie sind im Wasser und 
Athanol wenig léslich, in anderen Lésungsmitteln unléslich. Auch nach mehr- 
maligem Umkristallisieren schwankten die Analysenwerte von C, H, N, die von Pro- 
duk en verschiedener Dars ellung stamm‘en, immer noch betrachtlich. Andere 
Elemente konnten nicht nachgewiesen werden. 

Soweit gepriift wurde, gab das kristalline Gift keine der bekannten Farb- 
reaktionen und zeigte kein spezifisches UV-Spektrum. Auch bei infrarotspektro- 
graphischer Untersuchung wurde keine ausgepragte Absorptionsbande gefunden. 

4. Giftpriifung im Tierversuch: Injiziert man Mausen von 14—16¢ 
0,2 ccm Giftlésung intraperitoneal, so werden die Tiere unruhig und kénnen sich 
nicht mehr aufrecht halten. Bei letaler Dosis stirbt das Tier nach lingstens 20 Min. 
unter Atemnot und Kraimpfen. Nach dieser Methode wurden als minimale letale 
Dosis 0,008 » pro Gramm Maus gefunden. 


Zusammenfassung 


Mit dem Ionenaustauscher Amberlite IRC-50 wurde das Eierstock- 
gift des Kugelfisches (Spheroides rubripes) kristallin isoliert. Die Sub- 
stanz war noch nicht chemisch rein und ergab in diesem Zustand als 
minimale letale Dosis 0,008 y pro Gramm Maus. 


Summary 


The poison of the ovary of the Fugu fish (Spheroides rubripes) has 
been isolated in crystalline form by means of the ion exchanger Amber- 


lite IRC-§0. The substance which was not chemically pure showed a 4 


minimum lethal dose of 0.008 y per gram in the mouse. 
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Cie - 


en II. Mitteil.: Uber Wirkungsbedingungen der Leber im Jodstoffwechsel 


nd Intrazellulare Verteilung der ,,Dejodase‘ 

hr- : 

ro- - Von 

se Norbert Hartmann 

rb- § Aus dem Physiologisch-Chemischen [nstitut der Universitit Greifswald, 

ro- § Direktor: Prof. Dr. H. Frunder 

8 (Der Schriftleitung z»gegangen am 1. August 1956) 

* In Fortsetzung friiherer Untersuchungen tiber die Freisetzung von 


ale | Jodid aus Dijodtyrosin durch Lebergewebe!? war es notwendig, den 
__ ,,Dejodase“‘-Komplex zu isolieren bzw. anzureichern. Zuvor ist es jedoch 
erforderlich, die Dejodase-Verteilung innerhalb der Zelle zu unter- 

suchen. In dieser Mitteilung wird iiber die Befunde bei der Zellfraktio- 
nierung berichtet. 








ck- & > 

ib- & Methodik 

als | Die Versuche wurden an Lebern ausgewachsener 200 g schwerer Albinoratten 
beiderlei Geschlechts durchgefiihrt. Die Lebern von je sechs Tieren wurden in 
einer Versuchsserie gemeinsam verarbeitet. Die Ratten wurden durch Genickschlag 
betaubt, dekapitiert, die Lebern rasch entnommen und in mittels Eis-Kochsalz- 
mischung vorgekiihlte m/15-Phosphatpufferlésung, pp 8,0, geworfen, hierin auf 

wr: 0° abgekiihlt, kurz abgetupft, auf einer Briefwaage gewogen und dann in einem 

; Ganzglashomogenisator mit dem doppelten Volumen eiskalter m/15-Phosphat- 

€r- — pufferlésung, px 8,0, homogenisiert. Wahrend der Aufarbeitung, die bis zur Ab- 

1a || trennung der Mikrosomen im Kiihlraum bei 0°— +2° erfolgte, wurde sorgfaltig 


eine Erwarmung iiber +5° vermieden. Die Zellfraktionierung wurde in Anlehnung 
an die Methode von Hogeboom® vorgenommen. Die Abtrennung der Zelltriimmer. 
und Kerne erfolgte in einem Arbeitsgang durch 15 Min. langes Zentrifugieren bei 
2400 g, die Isolierung der Mitochondrien durch 30 Min. langes bei 5000 g. Die 
Mikrosomen wurden in 60 Min. bei 118000 g abgeschleudert. Hierzu diente eine 
Ultrazentrifuge der Phy we- AG, Gottingen, in der Forschungsanstalt Insel Riems. 
Die Fraktionen wurden bis zur Verarbeitung kiihl aufbewahrt. Auch die Mikro- 
somen-Plasmafraktion wurde wahrend des Transportes in einem ThermosgefaB 
bei 0° gehalten. Wahrend des Laufes der Ultrazentrifuge erfolgte nur eine gering- 
fiigige Erwarmung um etwa 1°. Um aber jede Schadigung des Fermentsystems 
auszuschalten, wurden Kontrollen unter gleichen Bedingungen wie das Schleudergut 
gehalten, weitere Kontrollen durch Verwendung des Schleudergutes in toto durch- 
gefiihrt, d.h. Uberstand und feinverteilter Niederschlag (Homogenisator) zu- 
sammen. Auf die Wiedergabe der Kontrollen kann hier verzichtet werden, da sie 
mit den entsprechenden Versuchsansatzen identische Werte zeigten. Die Ferment- 
ansitze wurden entsprechend der frither mitgeteilten Methodik? vorgenommen, 
ein Ansatz entsprach aber nur 5g Leberfrischgewicht. Deshalb wurde wiederum 
eine Bebritungszeit von 18 Stdn. bei 37° eingehalten. 


1 N. Hartmann, diese Z. 285, 1 [1950]. 

2 N. Hartmann, diese Z. 301, 60 [1955]. 

’ G.H. Hogeboom, in Methods in Enzymology, Bd. I, 8.16; Academic 
Press, New York 1955. 
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Ergebnisse 
Die Ergebnisse der vorliegenden Versuchsreihe zeigt die Tabelle. 


Spaltung von L-Dijod-tyrosin durch Ratten-Leberzellfraktionen. 


Jeder Versuchsansatz enthielt 20 m/ m/5-Phosphatpufferlésung, py 8,0, etwa 
20 ml Homogenat bzw. Fraktionslésung -|- Waschfliissigkeit (m/15-Phosphat- 
pufferlésung, pH 8,0), jedes entsprechend 5 g Leberfrischgewicht, 15 mg L-Dijod- 
tyrosin in 5 ml m/50-NaOH und 0,5 m/l Toluol. 

















, : Standard- Zahl der 

Fraktion Spaitung abweichung | Versuche 
Ausgangshomogenat. ....... 2,88% +0,72% 6 
von Mitochondrien freie Fraktion . . 3,02% +0,88% 5 
RRBNMEID Pre ist irae  eos wn, e, 2,95% +0,90°% 5 
gewaschene Mitochondrien .... . A% % 3 
gewaschene Mikrosomen ..... . ny, Chen 2 


Schon bei Vorversuchen war aufgefallen, daB nach Abtrennung der 
Zelltriimmer und Kerne oftmals eine geringfiigige, aber doch deutliche 
Zunahme der Fermentaktivitat zu finden war. Aus diesen Befunden 
konnte geschlossen werden, dai die Kernfraktion nicht unmittelbar 
an dem Dejodierungsvorgang beteiligt ist. Deshalb wurde in den hier 
beschriebenen Versuchen zunichst auf die nihere Untersuchung des 
Einilusses der Kernfraktion verzichtet. Aus den weiteren Untersuchungs- 
befunden geht nun hervor, daB die Dejodierung im Plasma erfolgt. Eine 
Schaidigung der Partikelfraktion beim Homogenisieren mit P-Puffer 
miBte sich ja auf die DejodierungsgréBe im Sinne einer Minderung aus- 
wirken, wenn die Partikel direkt beteiligt waren. Dagegen findet sich 
im Plasma die volle Dejodierungsfihigkeit des Ausgangshomogenats, 
im Mittel ist die Dejodierung durch das Plasma sogar noch etwas gréBer 
als im Ausgangshomogenat. Durch z. Z. laufende Untersuchungen 
soll der Einflu8 der Partikel auf die Dejodierung geklart werden; iiber 
die Anreicherung der ,,Dejodase‘‘ aus den PlasmaeiweiBen wird in 





einer nachfolgenden Mitteilung berichtet. Sie scheint bei33° Ammonium. ~ 


sulfatsattigung bereits quantitativ auszufallen. 


Herrn Dr. Graalheer von der Chemischen Abteilung der Forschungsanstalt 
Insel Riems méchte ich fiir freundliche Unterstiitzung und Beratung, Frl. Kien- 
appel fiir technische Hilfe besonders danken. 


Zusammenfassung 


Die fermentative Dejodierung von Dijodtyrosin erfolgt durch eine 
PlasmaeiweiBfraktion der Leberzelle ohne direkte Beteiligung der 
Partikel. 

Summary 


The enzymatic deiodination of diiodotyrosine is effected by a plasma | 
protein fraction of the liver cells without direct participation of the | 


mitochondria. 
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Notiz tiber den Nachweis von Metamorphose-Hormon 
in den Imagines von Bombyx mori 
Von 
Peter Karlson und Maria D. Stamm-Menéndez 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie und dem Physiologisch-Chemischen Institut der 
Universitat Tiibingen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. August 1956) 


1954 gelang die Isolierung eines Metamorphose-Hormons der In- 
sekten aus Puppen des Seidenspinners Bombyx mori in kristallisierter 
Form!. Durch seine biologischen Auswertungen an Saturniidenpuppen 
wurde erkannt, daB es sich um das Prothorakaldriisenhormon handelt?; 
es hat den Namen ,,Ecdyson“ erhalten. 

Uns interessierte die Frage, ob dieses Hormon auch in anderen 
Entwicklungsstadien der Insekten nachzuweisen ist. Aus der Seiden- 
spinner-Verarbeitung der Jahre 1953/54 standen uns etwa 300 kg Ima- 
gines von Bombyx mori zur Verfiigung. Zur Gewinnung der Augenfarb- 
stoffe* und des Sexuallockstoffs* des Seidenspinners wurden den Tieren 
(ausschlieBlich Weibchen) die Koépfe und ihre letzten Abdominalseg- 
mente abgetrennt. Die Mittelstiicke, bestehend aus Thorax und Ab- 
domen, wurden in Methanol konserviert. In diesem Material haben wir 
nach den uns bereits bekannten Metamorphose-Hormonen gesucht. Die 
daraus hergestellten Extrakte erwiesen sich (nach einer Vorreinigung) 
im biologischen Test an Calliphora-Larven* als hormonal wirksam. In 
100 kg sind etwa 160 000 Calliphora-Einheiten enthalten. 

Die Extraktion des Insektenmaterials wurde nach dem bereits beschriebenen 
Verfahren! bei der Deutschen Hoffmann-La Roche AG., Grenzach, durch- 
gefiihrt**. Auch die weiteren Anreicherungsschritte bis zur Stufe des Hormon- 
konzentrats, das nach Abtrennung der ather- und essigesterléslichen Begleit- 
substanzen anfallt, wurden in enger Anlehnung an die friiher gegebene Vorschrift 
vorgenommen. Durch die chromatographische Auftrennung des Materials und 
anschlieBende Gegenstromverteilung wurden zahlreiche Fraktionen erhalten, die 
im Calliphora-Test auf ihren Gehalt an Wirkstoff ausgewertet wurden. 


* Fir ihre Hilfe bei den biologischen Auswertungen danken wir Fraulein 
I. Brachmann. 

** Wir méchten auch an dieser Stelle der Deutschen Hoffmann-La 
Roche AG., Grenzach, fiir ihre bereitwillige Hilfe bei der Durchfiihrung der 
Extraktion danken. 

1 A. Butenandt u. P. Karlson, Z. Naturforsch. 9b, 389 [1954]. 

2 C. M. Williams, Anatom. Rec. 120, 743 [1954]; V. B. Wigglesworth, 
J. exp. Biology 32, 649 [1955]. 

3 Vgl. die Arbeiten iiber Ommochrome von A. Butenandt u. Mitarbb.: 
V). Mitteil.: A. Butenandt u. R. Beckmann, diese Z. 801, 115 [1955]. 

4 A. Butenandt, Naturwiss. Rdsch. 7, 355 [1954]; 8, 457 [1955]; Nova 
Acta Leopoldina, N. F. 17, 445 [1956]. 
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Mit diesen Methoden wurde sehr wahrscheinlich gemacht, daB die 
biologische Aktivitét der Extrakte aus Bombyx-Imagines zum gr6Bten 
Teil auf die bereits bekannten Hormone «-Ecdyson und f-Ecdysoné 
zuruckzufihren ist. AuBerdem wurde ein in kleiner Menge anfallender 
kristallisierter Stoff von geringer Aktivitaét gewonnen. Da die verfiigbare 
Menge fiir eine vollstindige Reinigung nicht ausreichte, kann noch nicht 
gesagt werden, ob die hormonale Aktivitét durch eine Verunreinigung 
mit einem der beiden Ecdysone bedingt ist oder dem Stoff selbst zu- 
kommt. 

Nach den Ergebnissen des biologischen Testes ist in den Extrakten 


aus Imagines nur 1/,—"/,, der Hormonmenge enthalten, wie in einem | 
6 /10 


vergleichbaren Extrakt aus Puppen. AuBerdem fallen «-Ecdyson und 
f-Ecdyson in nicht sehr unterschiedlicher Menge an. Wir halten es fir 
wahrscheinlich, daB wahrend der Imaginal-Entwicklung die Haupt- 


menge des Hormons im Stoffwechsel abgebaut und inaktiviert wird, so § 


da8 in den Imagines nur noch geringfiigige Reste nachweisbar sind. 


Beschreibung der Versuche 
Extraktion des Rohmaterials: Das in Methanol konservierte Insekten- 


material, bestehend aus Thorax und Abdomen von Bombyx-mori-Weibchen, ; 


wurde in der friiher beschriebenen Weisc! bei 300 at ausgepreBt; der PreBsaft, 


der die gesuchten Stoffe enthalten muBte, wurde bis zur sirupartigen Konsistenz g 


konzentriert; es wurden etwa 7 kg von diesem Extrakt erhalten. 


Der Rohextrakt wurde in der 4- bis 5-fachen Menge Wasser aufgenommen, | ” 
mit Butanol ausgeschiittelt und die Butanollésung neutral gewaschen. Auch die | 


weiteren Aufarbeitungsschritte, die Filtration iiber Aluminiumoxyd in Butanol- 


Lésung und die Verteilung zwischen Ather/Wasser und Essigester/Wasser wurden 4 
in enger Anlehnung an das friiher beschriebene Verfahren durchgefiihrt. Aus 4 kg | ~ 
des Rohextraktes wurden so 1,18 g eines dunklen Oles gewonnen, das die Calliphora- |” 







Einheit in 2,5 y enthielt. 


Chromatographie des Hormon-Konzentrates (Chr. I): Das Hormon- : 
konzentrat wurde in Butanol-Essigester 1:3 gelést und an Aluminiumoxyd der |” 
Aktivitat IV nach Brockmann und Schodder adsorbiert. Zur Elution wurde ~ 
zunachst Essigester-Butanol 3:1 (Frakt.1—7), dann Essigester-Methanol 4:1 






(Frakt. 8—17), schlieBlich Essigester-Methanol 1:1 (Frakt. 18—33) verwendet. 


Die Fraktionen 4—21, die nach der biologischen Auswertung die Hauptmenge © 
des Hormons enthielten, wurden vereinigt (352 mg, 0,75 y = 1 Calliphora-Einheit). ~ 
Gegenstromverteilung (G. V. 1): Die durch Chromatographie in Frakt. ” 
4—21 erhaltene Substanz wurde einer Gegenstromverteilung nach Craig im 


System Cyclohexan, Butanol, Wasser (3:2:5) unterworfen. 


Die Verteilung wurde bei einem Volumenverhiltnis 1:1 iiber 35 Stufen = 
gefiihrt. Als wirksam erwiesen sich die Fraktionen 15—28, die vereinigt wurden 4 


(76 mg, im Calliphora-Test mit 0,5 y 78°, wirksam). 


2. Chromatographie (Chr. Il): Die aus Frakt. 15—28 der G.V.1 er) 4 
haltene Substanz wurde mit entsprechendem Material aus Vorversuchen vereinigt | 4 


und nochmals an Aluminiumoxyd (Aktivitaét IV) chromatographiert. 


Eluiert wurde wieder mit 
Essigester-Butanol 3:1 (Frakt. 1—5), 
Essigester-Methanol 4:1 (Frakt. 6—20), 
Essigester-Methanol 1 :1 (Frakt. 21—30). 


5 P. Karlson, Vitamins and Hormones 14, 227 [1956]. 
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Frakt.4 wurde papierchromatographisch untersucht im System butanol- 
gesittigtes Wasser/Wasser. Es wurden zwei Flecken mit den Ry-Werten 0,55 und 
0,80 erhalten. Der erstgenannte wurde durch Vergleichschromatographie als 
Kynurenin*® identifiziert; der zweite Fleck enthielt die biologische Aktivitat. 
Der Ry-Wert lag etwas héher als der friiher fiir «-Ecdyson gefundene, was aber 
durch eine geringe Variation der Versuchsbedingungen erklart werden kénnte. 

Aus Frakt. 7 wurde eine kleine Menge eines Kristallisats vom Schmp. 259° 
erhalten (1,7 mg), das mit 0,25 y 59°, wirksam war. Die wirksame Substanz wurde 
papierchromatographisch untersucht und zeigte im System butanolgesattigtes 
Wasser/Wasser einen Rr-Wert von 0,67. Eine weitere Untersuchung des Kristalli- 
sates war mit der vorliegenden geringen Menge nicht mdglich. 

Gegenstromverteilung G. V. 2: Die nach Abtrennung des Kristallisats 
aus Chr. II Frakt.7 verbleibende Substanz wurde mit den Nachbarfraktionen 
(5— 12) vereinigt (31 mg) und im oben angegebenen System iiber 24 Stufen verteilt. 
Das Maximum der Substanz und der Aktivitét wurde in Frakt. 5 gefunden, entspr. 
einer Verteilungszahl von G = 0,28. 0,1 y zeigte eine Wirksamkeit von 58%. 

Die Substanz war zum Teil kristallisiert. Das UV-Spektrum (Maxima bei 
242 und 295 my) zeigt eine gewisse Ahnlichkeit mit einem nach HCl-Behandlung 
von «-Ecdyson auftretenden Spektrum’. 

Gegenstromverteilungen G. V. 3—5: Die Fraktionen 2—4 der Chromato- 
graphie Chr. II (838 mg Substanz) wurden im oben angegebenen System iiber 
25 Stufen verteilt. Nach der Auswertung wurden die Fraktionen 15—25 (17,5 mg) 
vereinigt und erneut verteilt. Die zweite Verteilung (G. V. 4) im gleichen System 
wurde iiber 37 Stufen gefiihrt. Die Fraktionen 17—34 (10,3 mg) erwiesen sich 
als besonders wirksam und wurden vereinigt. 

Die Priifung der hier erhaltenen Substanz auf ihren Verteilungskoeffizienten, 
die wiederum durch Gegenstromverteilung (G. V. 5) durchgefiihrt wurde, ergab 
ein Maximum an Substanz und biologischer Aktivitaét bei Frakt. 13, was mit dem 
friher ermittelten Verteilungskoeffizienten des «-Ecdyson iibereinstimmt. In 
Ubereinstimmung mit dem Ergebnis der papierchromatographischen Versuche 
halten wir es fiir sehr wahrscheinlich, daB hier «-Ecdyson vorliegt. 

Herrn Professor Butenandt danken wir fiir die Férderung dieser Arbeiten, 
der Consejo Superior de Investigaciones Cientificas-Stiftung fiir ein 
Stipendium an Fraulein M. D. Stamm zur Durchfiihrung dieser Untersuchungen 
in Deutschland. 


Zusammenfassung 
Aus den Leibern von weiblichen Seidenspinner-Schmetterlingen 
wurden Extrakte hergestellt, die im Calliphora-Test auf Metamorphose- 
Hormon wirksam sind. In 100 kg Imagines sind etwa 160 000 Calliphora- 
Einheiten enthalten. Die Wirksamkeit ist wahrscheinlich auf einen Gehalt 
von «- und #-Ecdyson zurickzufihren. 


Summary 
Extracts prepared from the bodies of female silkworm moths have 
been found to show metamorphic hormone activity in the Calliphora 
test. 100 kg of adults contain approximately 160000 Calliphora units. 
The activity is probably due to the presence of «- and £-ecdyson. 


6° A. Butenandt, P. Karlson u. W. Zillig, diese Z. 288, 125 [1951]. 
? Vgl. A. Butenandt, Ber. ges. Physiol. exp. Pharmakol. 172, 162 [1955]. 
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II. Mitteil.: Der Stoffwechsel geschadigter Gewebe 
Die primaren Stoffwechselveranderungen in der Leber 
nach CCl,-Vergiftung 
Von 
Horst Frunder, Willi Fischer und Hans Bérnig 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Greifswald 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. August 1956) 


Die in der I. Mitteil.1 beschriebenen in-vitro-Versuche mit Gewebe- 
modellen ergaben Aufschliisse tiber die nach einer Gewebeschadigung | 
einsetzenden Stoffwechselinderungen. Auf der Grundlage dieser Er. 
gebnisse wird in der vorliegenden Mitteil. der in-vivo-Stoffwechsel der 
Leber kurze Zeit nach intraperitonealer CCl,-Vergiftung untersucht, 
um méglichst die ersten Anderungen zu erfassen. Die Untersuchung 
erfolgte 2.Stdn. nach der CCl,-Gabe, etwa im Maximum der nach fF 
Schadigungen durch pu-Messung nachweisbaren primaren Acidose?. : 

Kinige Versuche wurden auch 25 und 60 Min. nach der Injektion | 
durchgefiihrt, um den Verlauf der Anderungen innerhalb der ersten | 
2 Stdn. kennenzulernen. : 

Um Auskunft tiber den Stoffdurchsatz durch Glykolysekette, | 
Citratcyclus und die Bildung energiereicher Phosphatbindungen zu | 
erhalten, wurden die stationiren Zwischenstoffkonzentrationen einiger | 
zugehoriger Glieder bestimmt und mit den Normaltieren verglichen. 


Methodik 


Versuchstiere waren weiBe Mause von 15 bis 18 g Gewicht, die mit einem aus | 
Milch, Hafer, Weizen und Wasser bestehenden Futter ad libitum ernahrt wurden. | 
Glykogen wurde nach Walaas und Walaas? isoliert, Glucose im Blut, Gewebe- | 
aufschluB und Glykogen nach Frank und Kirberger*, Fructose-diphosphat 
(FDP), Triosephosphate, Brenztraubensiure (BTS), Milchséiure (MS), «-Keto- 
glutarsiure (KG), oxyd. Diphosphopyridinnucleotid (DPN), red. Diphospho- 
pyridinnucleotid (DPNH) und Adenosindiphosphat (ADP) enzymatisch bei 340 mp | 
im Spektralphotometer bestimmt. Der Berechnung im optischen Test wurde der | 
molare Extinktionskoeffizient des DPN von 6,3-10® cm?/Mol zugrunde gelegt. | 


Testansatz fiir die FDP- und Triosephosphatbestimmung 


3-cm-Quarzkiivette, Endvol. 11 mi, 
5,45 ml 0,25-m. Glykokoll-Lésg. py 7,2, 


1H. Frunder, H. Bérnig, W. Fischer u.K.Stade, diese Z. 3053274 [1956]. © 
2 H. Frunder, Die Wasserstoffkonzentrationen im Gewebe lebender Tiere, | 
Verlag G. Fischer, Jena 1951. ; 
3 0. Walaas u. E. Walaas, J. biol. Chemistry 187, 769 [1950]. 
4H. Frank u. E. Kirberger, Biochem. Z. 320, 359 [1950]. 
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5,0 ml neutralisierter GewebeaufschluB, 

0,3 ml DPNH-Lésung (hergest. aus DPN nach Pfleiderer®, Darstellung von 
DPN aus Hefe nach Le Page‘), i 

0,05 ml athylendiamintetraessigsaures Di-Na (ADTE, 10-proz.). Einstellen 
des po auf 7,2—7,4 mit der Glaseletrode durch n/10-NaOH bzw. HCl-Zusatz. 


1. Start: 0,02 m/ Triosephosphatisomerase-Liésung, dargestellt nach G. 
Beisenherz’ (kein Kristallisat, aber eine sehr aktive Lésung), 0,003 ml Glycero- 
phosphatdehydrogenase-Suspension (dargest. nach 1. c. 8, 4mal umkristallisiert). 
Der Endwert stellt sich nach etwa 5—7 Min. ein. Dann 2. Start: 0,003 ml Aldolase 
(dargest. nach 1. c.8, 6mal umkrist.). Der Endwert stellt sich nach etwa 8—10 Min. 
ein. 

Testansatz fiir die BTS- und KG-Bestimmung 


2-cm-Quarzkiivette, 7,2 ml Endvolumen, 

3,0 ml neutral. GewebeaufschluB, 

2,15 ml 0,25-m. Glykokoll-Lésg. px 7,2, 

0,4 ml DPNH-Lésung, 

0,8 ml 0,1-m. MgCl, 

0,6 ml 0,6-m. (NH,).SO,, 

0,05 ml 10-proz. ADTE, 

0,2 ml n/10-NaOH bzw. Wasser. 

Einstellen des py auf 7,2—7,4 mit Glaselektrode. 

1. Start: 0,003 mi Glutaminsiure-Dehydrogenase (Boehringer); der End- 
wert stellt sich nach etwa 20 Min. ein. 

AE:-83,29 = y KG im Ansatz. 

2. Start: 0,003 m/ Milchséure-Dehydrogenase (Boehringer, biochem. rein). 
Endwert stellt sich nach etwa 3—5 Min. ein. 

AE-50,3 = y BTS im Ansatz. 


' Testansatz fiir die ADP-Bestimmung 


1-cm-Kiivette, 4,0 ml Endvolumen, 

0,3 ml neutral. GewebeaufschluB, 

3,12 ml Triathanolaminpuffer py 7,25, 

0,3 ml DPNH, 

0,1 ml Phospho-enolbrenztraubensaure (Boehringer), 

0,15 ml 2-m. KCl + 0,5-m. MgSO,, 

0,02 ml MDH (Boehringer, biochem. rein). 

Nach 1—2 Min. ist der konstant bleibende Anfangswert eingestellt. Dann 
Start mit 0,01 m/ Pyruvatkinase®. Der Endwert stellt sich nach etwa 4—5 Min. ein. 

AE- 270,48 = y ADP im Ansatz. 


MS wurde nach Pfleiderer und Dose® bestimmt. Die hierzu notwendige 
Milchsiure-Dehydrogenase wurde nach I. c.® dargestellt und viermal umkristalli- 
siert. Sie enthielt 0,5—1°%, Pyruvatkinase-Aktivitat, die jedoch die Bestimmung 
nicht stért. K’ des verwendeten Carbonat-Hydrogencarbonatpuffers war 6,57 - 104. 
DPN und DPNH wurden mit Alkohol-Dehydrogenase (Boehringer) nach 
Holzer, Goldschmidt, Lamprecht und Helmreich?!® bestimmt. Die Be- 


5 G. Pfleiderer, Z. Naturforsch. 8b, 577 [1953]. 

6 G. Le Page, J. biol. Chemistry 168, 623 [1947]. 

? Siehe Methods in Enzymology, Bd. I, S. 387; Academic Press Inc., New 
York 1955. 

8 G. Beisenherz, H. J. Boltze, Th. Biicher, R. Czok, K. H. Garbade, 
E. Meyer-Arendt u. G. Pfleiderer, Z. Naturforsch. 8b, 555 [1953]. 

® G. Pfleiderer u. K. Dose, Biochem. Z. 326, 436 [1955]. 

10 H. Holzer, St.Goldschmidt, W.Lamprecht u. E. Helmreich, 
diese Z. 297, 1 [1954]. 
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stimmung des anorgan. P erfolgte nach Beerenblum und Chain", modifiziert, 
mit n-Butanol als Extraktionsfliissigkeit. Um gleichmaBige und vergleichbare 
Werte zu erhalten, miissen Haltung der Tiere und Gewebeaufarbeitung aller 
Versuchsreihen unter peinlich genau eingehaltenen gleichen Versuchsbedingungen 


erfolgen (bes. beim anorgan. P, ADP und FDP). Die Temperatur des Tierstalles | 


war 18—21°. Um 8h erhielten die Versuchstiere 0,4 m/l einer Mischung aus | ml 








CCl, + 7 ml steril. Pflanzenél, die Kontrolltiere 0,4 ml Pflanzen6l intraperitoneal. 7 


Die gesamte weitere Aufarbeitung erfolgte im Kihlraum bei 0—2°. Nach 
120 Min. wurden die Tiere durch Querschnitt getétet (jedes Tier wurde erst un- 
mittelbar vor der Tétung in den Kiihlraum gebracht), die Lebern herausprapariert 
und im Ganzglashomogenisator mit 6-proz. HClO, homogenisiert. Von der Tétung 
des Tieres bis zum Homogenisieren der Leber verstrichen 9—10 Sekunden. Pro 
Versuchsansatz wurde ein Homogenat aus 4 Lebern mit 16 ml 6-proz. HClO, 
angefertigt. Die gesamte Praparation dauerte etwa 5 Minuten. Danach wurden 
2mal 0,1 ml Homogenat zur Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl entnommen. 
Der Berechnung des eingesetzten Lebergewichtes wurde in allen Versuchsreilien 
ein Leberstickstoffgehalt von 3°, zugrunde gelegt. AnschlieBend wurde 3 Min. 


bei 18000 g zentrifugiert und sofort 2mal 0,5 ml des Uberstandes zur Bestimmung’ | 


von anorgan. und gesamtem siureléslichem P entnommen. Die Bestimmung des 
anorgan. P wurde sofort zu Ende gefiihrt, da die Werte durch die Geschwindigkeit 
der Aufarbeitung sehr beeinfluBt werden. Jede Verzégerung fiihrt zu teilweise 
betrachtlich héheren Werten. Abgemessene Mengen des Zentrifugates wurden 
dann mit abgemessenen Mengen 10-n. und 1-n. KOH neutralisiert. Durch gelegent- 
liches Eintauchen in eine Kaltemischung wurde der Ansatz wahrend des Neutrali- 
sierens standig am eben beginnenden Einfrieren gehalten. AnschlieBend wurde 
sofort 8 Min. bei 18000 g zentrifugiert, 0,3 m/ des Uberstandes zur ADP-, 2mal 


0,1 mi zur Glucosebestimmung und entsprechende Mengen fiir die anderen Test- | 
ansitze entnommen. Der Testansatz fiir die ADP-Bestimmung wurde in der © 
Regel 30—40 Min. nach Tétung des ersten Tieres zur Messung eingesetzt. Es wurde | 
abwechselnd einmal der Kontrollansatz und dann der CCl,-Ansatz zuerst prapa- | 


riert. Die Lebern der CCl,-Tiere zeigten makroskopisch nach etwa 6—10 Stdn. 
deutliche Zeichen von Verfettung, jedoch keine Nekrosen. Die jetzt gefundenen 


normalen DPNH-Werte liegen erheblich niedriger, DPN etwas hoher, als friiher | 
angegeben wurde!?. Der Grund fiir diese Differenzen liegt vermutlich in der unter- | 


schiedlichen Tierhaltung, die jetzt genauer festgelegt wurde. Die Temperatur des 
Tierstalles scheint dabei von besonderem Einflu8 zu sein. 


Ergebnisse 


1. Olwirkungen: Um die friihen CCl,-Wirkungen auf den Leber- 
stoffwechsel sicher abzugrenzen, wurde zunachst der EinfluB der intra- © 
peritonealen Olinjektion allein untersucht. Ein Vergleich der Zwischen- 
stoffkonzentrationen von unbehandelten Tieren und solchen, die vorher — 
0,4 ml OI erhielten, zeigt schon kurze Zeit nach der Olgabe deutliche — 
Abweichungen von der Normalreihe (s. Tab. 1, Spalte a und b und Tab. 2, © 
Spalte a). Das Glykogen und parallel dazu die freie Glucose nehmen im 


Verlauf der ersten beiden Stunden kontinuierlich ab. Die stationaren 
Zwischenstoffkonzentrationen fast aller Glieder der Glykolysekette ent- 
sprechen nach 25 Min. und 1 Stde. noch den Normalwerten, sie sind 
jedoch nach 2Stdn. zusammen mit der KG gleichfalls etwas ver- 


mindert. Die ADP-Konz. liegt nach 2 Stdn. signifikant (rd. 0,33 Mol) 


11 J, Beerenblum u. E. Chain, Biochem. J. 32, 295 [1938]. 
12 H. Frunder, diese Z. 297, 267 [1954]. 
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Tab. 1. Zwischenstoffkonzentrationen in der Mauseleber in y/g Frischgewicht 
» a) normal, b) 120 Min. nach 0,4 ml Ol intraperitoneal, c) 120 Min. nach 0,4 ml 
' einer Mischung aus 1 ml CCl, + 7 ml Ol intraperitoneal. Mittelwerte -- Standard- 
| abweichung. Zahl de} Bestimmungen in (). P berechnet nach Fishers ¢-Test. 
a) b) c) sg 
normal | d | Ol ¥ cclh, c) geg. a) 
lykogen : 
(in mg/g) 18,6+ 11,5 (33) |<0,001 2,84+ 2,05 (16) - 2,04+ 1,9 (15)}|<0,001 
ewebsglucose 
(in mg/g) 1,9+ 0,28(11) |<0,01 1,3 + 0,57 (9) |>0,05 1,2 + 0,33 (10) | <0,01 
uctosediphos- 
phat 3,74 0,83 (6) |>0,05 3,3 + 1,69 (10) | <0,05 5,2 -- 1,93 (9)]>0,05 
josephosphate} 9,0+ 2,90 (6) |>0,05 7,0 + 1,53 (10) |=0,02 91+ 2,07 (9)} — 
renztrauben- 
® siure 17,5+ 5,24 (6) |<0,05 11,8 + 3,31 (7) 150,05 15,9 + 5,32 (7)| — 
ilchsiiure 77 + 24,7 (17) |<0,05 56 + 22 (10)|<0,001 | 124 + 46 (10)}=0,002 
@ Ketoglutarsre.} 30,1+ 12,59 (7) |<0,01 15,7 + 5,88 (10) | <0,02 26,0 + 7,72(10)| — 
norgan, P 145 + 14,8 (6) |>0,05 | 160 + 25,8 (8)]<0,001 | 232 + 35,4 (10)|<9,001 
DP 423 + 53,7 (6) |<0,002 | 569 + 66,6 (6)|<0,002| 690 + 32,7 (7)|<0,001 
samter siiure- 
| lislicher P 900 +147 (29) ]>0,05 | 985 +151. (7)|<0,05 |1115 +190 (10)|<0,001 
DPN 411 + 79 (10) — 418 -+ 24,2 (10) _ 398 + 62 (10)} — 
 pPNH 110 + 25,8 (21) |>0,05 | 119 + 27,0 (20)|<0,01 | 167 + 59,9 (20)]<0,001 
lutzucker 
(in mg%) 111 + 22,5 (6) - 98 + 40,6 (8) = 92 + 34,0 (12)| — 
































Tab. 2. Zwischenstoffkonzentrationen in der Mauseleber in y/g Frischgewicht 
a) 60 Min. nach 0,4 ml Ol intraperitoneal, b) 60 Min. nach 0,4 m/ einer Mischung 
aus 1 ml CCl, + 7 ml Ol intraperitoneal. Mittelwerte. Zahl der Best. in (). Die 
Zahlen in [] sind Einzelwerte 25 Min. nach der intraperitonealen Ol- bzw. CCl,- 





Injektion. 
a) b) 
Ol CCl, 





Glykogen (inmg/g) 
Gewebsglucose 

(in mg/g) 
Fructose- 

diphosphat 
Triosephosphate 
Milchsiure 
«-Ketoglutarsiure 
anorgan. P 


20,6-+5,8 (5) [21,9] (3 Best.) 
1,8 (1) [ 2,1] 


4,7 (3) [ 4,3] 
8,9 (3) [10,4] 
72 (3) (84 ] 
14,1 (3) [20,6] 

158 (3) [156 ] 








14,8-++8,75 (6) [15,6] (3 Best.) 
1,8 (2)[ 1,8] 


5,2 (3) [ 5,7] 
12,1 (3) [13,8] 
137 (3) [113 ] 
25,0 (3) [27,5] 
191 (3) [166 ] 


hoher als normal. Auch der anorgan. P ist etwa um den gleichen Betrag 
(rd. 0,5 uMol) erhdht, hier jedoch nicht signifikant. DPN, DPNH und 
gesamter saurelésl. P zeigen keine Abweichungen von den Normalwerten. 
Aus diesen Befunden ist zu schlieBen, da8 die intraperitoneale Ol- 
injektion primar den Glykogenabbau in der Leber stark beschleunigt. 
Es lift sich jedoch bisher nicht sicher entscheiden, wohin das Glykogen 
abflieBt. Da die freie Gewebsglucose parallel zum Glykogenverlust 


8* 
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ebenfalls erniedrigt ist, ist eine vermehrte Zuckerabgabe an das Blut 
ohne zusatzliche Annahme eines verstirkten Blutstromes wenig wahr. 
scheinlich. Der nach 2 Stdn. verminderte Stoffdurchsatz durch die 
Glykolyse scheint nicht Ausdruck spezifischer Stérungen innerhalb der F 
Kette, sondern offenbar Folge des Verlustes an Glykogen bzw. freier 
Glucose zu sein. Denn wie in der vorhergehenden Mitteil.! gezeigt 
werden konnte, sind die stat. BTS-, MS- und KG-Konz. sehr vom Blut- 
(bzw. Gewebs-)Zuckerspiegel abhingig. Die ADP-Zunahme kann zu. 
sammen mit der gleichzeitigen geringen Vermehrung von anorgan. P 
Folge eines leichten Entkoppelungseffektes sein. 





a/9 
200 








{7 


4 Abb. 1. Anderungen der stationaren Zwi- 
ca schenstoffkonzentrationen von FDP, Triose. | 
anorg P phosphat, MS und anorgan. P nach intra. & 
peritonealer Injektion von 0,4 ml Ol (----) F 
und 0,4 ml einer Ol-CCl,-Mischung ( , 
zur Zeit 0. Die waagerechten Linien von den |) 
Ordinaten bis t = 0 Min. stellen die Normal- : 














MS werte der unbehandelten Tiere dar. Der Abb. . 
- liegen die in den Tab. 1 und 2 angegebenen |) 
lag Mittelwerte zugrunde. ’ 
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> jedo 
> nich: 

2. CCl,-Wirkungen: Die friihen CCl,-Wirkungen auf den Leber-7 Glyk 
stoffwechsel sind eindeutig und klar. Beginnend etwa 30 Min. nach der | sOwc 
CCl, -Injektion nehmen Glykogen und Gewebsglucose noch etwas starker 7 sind 
ab als f in den Parallelversuchen mit Ol. Die FDP-, Triosephosphat- und | 9 auni 
BTS-Konz. liegen im gesamten Beobachtungszeitraum hoher als bei’ & Vore 
den Oltieren; 25 und 60 Min. nach der Injektion sogar iiber den Normal-|7 neh 
werten (s. Abb. 1 und Tab. 1 und 2). Besonders eindrucksvoll sind die} yerb 
Veriainderungen der MS-Konzentration. Bei den Oltieren sinken sie etwa 7 trati 
parallel zur Gewebsglucose etwas ab. Nach der CCl,-Gabe sieht man] kopy 
dagegen schon von der 25. Min. ab weit und signifikent tiber dem Nor. | 
malspiegel liegende MS-Werte (Abb. 1), die auch nach 2 Stdn. noch nicht | ; 
wesentlich abgesunken sind. Dieser MS-Anstieg kénnte ohne Betrach-|7 gppin 
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tung der mit Ol allein behandelten Kontrollen den Glykogenverlust 


. leicht erklaren. Die Kontrollen zeigen aber einen ahnlichen Glykogen- 


schwund, jedoch ohne nachweisbaren Anstieg der Glykolyserate. 
Wie in den vorangehenden Modellversuchen! steigen auch nach 


(Cl,-Schadigung in vivo die Konz. von anorgan. P, gesamtem saurelésl. 


P und ADP betrachtlich an. Die Zunahme des anorgan. P (rd. 3 Mol) 


| ibersteigt dabei den allein aus der ADP-Vermehrung (rd. 0,6 Mol) zu 


errechnenden Betrag. Neben ATP werden daher auch andere labile 
Phosphatester unter der CCl,-Wirkung zunehmend gespalten (s. auch 
l.c.1), bzw. mit verminderter Geschwindigkeit regeneriert. Die DPN- 
Konz. weichen nach CCl,-Vergiftung in den ersten 2 Stdn. nicht von der 


| Normal- bzw. Olreihe ab. Bei den CCl,-Tieren findet man aber parallel 


zur erhéhten Glykolyserate eine signifikante Steigerung der DPNH- 


| Konzentrationen (s. Tab. 1, Spalte c). 


Besprechung der Versuchsergebnisse 


Die vorliegenden Versuche wurden unternommen, um Aufschliisse 


' iiber die ersten, unmittelbar nach einer Gewebeschidigung in vivo 


‘fF auftretenden Stoffwechselinderungen zu erhalten. Da bestimmte 


"mal. 


' Umstellungen des Stoffwechsels danach schlagartig, lange vor dem 


" Sichtbarwerden morphologischer Anderungen entziindlicher Natur auf- 
1 den 


treten, konnte in friiheren Versuchen? durch py-Messung gezeigt werden. 


' Diese px-Versuche allein lieBen jedoch mehrere Deutungen zu. Zusammen 
Abb. 


enen | 


mit den in dieser Mitteilung erhobenen Befunden lassen sich aber schon 
einige definiertere Aussagen tiber die primaren entziindungseinleitenden 


5 Gewebeverinderungen machen, die ohne Zweifel das spiter auch 
' morphologisch erkennbare Bild der ,,sekundiren entziindungseinleiten- 
» den Alteration’! maBgeblich bestimmen. 


Unmittelbar nach dem Eindringen des CCl, in die Leber setzt eine 
rasche Glykogenolyse ein, die innerhalb von 2Stdn. zu einem fast 
vollstindigen Schwinden des Leberglykogens fiihrt. Dieser Effekt ist 


; jedoch auch allein nach der Olinjektion nachweisbar, hier allerdings 
| nicht ganz so stark ausgepragt. Daraus ist zu schlieBen, daB die die 


Glykogenolyse einleitenden Reaktionsschritte (evtl. Phosphorylase) 
sowohl gegeniiber leicht wie schwer schidigenden Reizen sehr empfindlich 
sind und mit groBer Aktivititssteigerung darauf reagieren. Es bleibt 
zunichst noch unklar, wohin das Glykogen bei den Oltieren abflieBt. 
Vorerst nur als Arbeitsgrundlage fiir weitere Versuche kann man an- 
nehmen, da hier der Glykogenverlust mit erhéhter Kohlenhydrat- 
verbrennung verbunden ist. Dafiir wiirde auch der aus dem Konzen- 
trationsanstieg von ADP und anorgan. P abzuleitende geringe Ent- 
koppelungseffekt sprechen. 


18 W.E. Ehrich in Handbuch d. allg. Pathologie, Bd. 7, Teil 1, S. 62ff.; 
Springer-Verlag, Berlin-Géttingen-Heidelberg 1956. 
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Auch weitere Folgen der CCl,-Schaidigung werden schon wenige 
Minuten nach der intraperitonealen Injektion sichtbar. Der rasche 
Konzentrationsanstieg von anorgan. P und ADP spricht fir eine zu. 
nehmende Beeintrachtigung der Mitochondrienfunktion als erste Reaktion 
des Gewebes auf die Vergiftung. Es kommt offenbar schnell zu einer 
Entkoppelung der Phosphorylierung von der Atmung und zur Spaltung 
zahlreicher labiler P-Ester. Die gleichzeitige Vermehrung der Glykolyse. 
rate wird wohl sekundar durch die Mitochondrienschadigung ausgelist, 
Denn aus den Modellversuchen zum Pasteur-Effekt von Lynen", 
Gatt, Krimsky und Racker!® geht hervor, daB die Glykolyserate 
erst dann merklich ansteigt, wenn anorgan. P und ADP nicht mehr in f 

















T 
try | 
Oe area 1 — is 
() me | ps Abb. 2. Kurve.1. pq-Anderungen in der Meer. 
\ A schweinchenmuskulatur nach geringer me. f 
70; \ L chan. Schadigung des Gewebes der Mef8. f 
i L| Stelle (1). 
66 j f Kurve 2. px-Anderungen in der Meer. F 
li v7 schweinchenmuskulatur nach Injektion ( |} 
66 | s . . : ¢ 
I} a von 1 mil einer Emulsion aus 2 Tropfen | 
64 ' ft Allylsenfél/ml dest. Wasser in das Gewebe q 
1 ar der MeBstelle (s. auch 1. ¢.?). q 
621 an ¢ : 
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4] 
normalem Umfang durch die Atemkettenphosphorylierung verbraucht | 
werden bzw. die ATP-Spaltung gréBer wird als die Regenerations- H 
geschwindigkeit. : 

Ausma8 und zeitlicher Verlauf der hier beobachteten Stoffwechsel- E 
anderungen gehen recht gut den friiher? nach leichten und schweren | 
Gewebeschidigungen im Muskelgewebe festgestellten px-Verschie- | 
bungen parallel. Ein Beispiel hierfiir zeigt Abb. 2. Ein Vergleich der in ~ 
Abb. 1 dargestellten Stoffwechselinderungen mit dem px-Verlauf aus | 
Abb. 2 14Bt den SchluB8 zu, daB letzterer vorwiegend Folge des Konzen- | 
trationsanstieges an MS und anorgan. P ist. 4 

Die Kenntnis der stationiren DPNH-Konzentrationen sollte Hin-| " 
weise ergeben, ob der Sauerstoffverbrauch im geschidigten Gewebe 
gesteigert oder herabgesetzt ist. Bei den mit CCl,-vergifteten Tieren 7 
ist die stat. DPNH-Konz. parallel zur erhéhten Glykolyserate gréBer” 
als normal. Wird die Vermehrung von anorgan. P und ADP als reiner © 








as) Lynen, 3. Internat. BiochemikerkongreB, Briissel 1955; Conférences 3 
et Rapports, S. 294 ff. 
15 §, Gatt, I. Krimsky u. E. Racker, Fed. Proc. 15, 259 [1956]. 
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Entkoppelungseffekt gewertet, so ist ein verstarktes AbflieBen von 
DPNH iiber die Atemkette mit erhéhtem Sauerstoffverbrauch zu er- 
warten. Das scheint jedoch nicht der Fall zu sein. Offenbar wandert als 
Folge einer durch die Vergiftung primar gestérten Mitochondrien- 
funktion ADP aus den Mitochondrien ins Plasma und _ beschleunigt 
hier den Stoffdurchsatz durch die Glykolysefermentkette. Der parallel 
gehende Anstieg einmal von ADP und anorgan. P und zum anderen 
von DPNH und MS spricht dafiir, daB Phosphorylierung und Atmung 
der Mitochondrien weder fiir den Energiebedarf der Zelle noch fiir die 
Beseitigung der anfallenden MS ausreichend sind. Es treten daher — wie 
das auch in der Vermehrung des gesamten saurelésl. P zum Ausdruck 
kommt — schon unmittelbar nach der Schaidigung Abbaureaktionen 
hervor. 


Frau Ch. Stade danken wir fiir ihre sehr zuverlassige und umsichtige Mitarbeit. 


Zusammenfassung 


Im Verlauf der ersten 120 Min. nach CCl,-Schadigung der Leber 
findet man ‘einen fast vollstiéndigen Glykogenverlust und eine Abnahme 
an freier Glucose in der Leber. 

Die stationiren Zwischenstoffkonzentrationen von gesamtem saure- 
léslichem P, anorganischem P, Adenosindiphosphat, Milchséure und 
DPNH ssteigen betrichtlich, die von Fructosediphosphat, Triose- 
phosphaten, Brenztraubensiure und «-Ketoglutarsiure etwas an. 

Die Schidigung scheint primar die Mitochondrienfunktion zu 
beeintrachtigen. 


Summary 


In carbon tetrachloride poisoning the glycogen of the liver is almost 
completely removed and the free glucose reduced in the course of the 
first 2 hours. The stationary concentrations of total acid-soluble phos- 
phorus, inorganic phosphorus, adenosine diphosphate, lactic acid and 
DPNH are considerably increased. The stationary concentrations of 
fructose diphosphate, triose phosphates, pyruvic acid and «-keto- 
glutaric acid are slightly increased. The primary effect of carbon tetra- 
chloride poisoning appears to be impairment of the mitochondrial 
function. 
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lil. Zur Biochemie der Oxalsaure 


Oxalsdureausscheidung und -Retention 
nach gréBheren Gaben von Ascorbinsaure an Ratten 


Von 
Hatice Bodur, M. Just und Karl Bernhard 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Basel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. August 1956) 


Bekanntlich wird Vitamin C nach gréBeren Gaben im Harn aus- 
geschieden. King und Mitarbb. isolierten nach Verabreichung von 
144C-Ascorbinsiure an Meerschweinchen auch radioaktive Oxalsiure. 
Hellman und Burns? injizierten L-Ascorbin-1-!4C-séiure an Menschen 
und fanden 55° der Harnaktivitat in der Oxalsiure. Auch bei der Ratte 
wurde ein Abbau zu Dihydroascorbinsiure, Diketogulonsdure und Oxal- 
siure erwiesen, wobei auf letztere etwa 12°, der applizierten Aktivitit 
entfielen®. 

Neuerdings wird zu therapeutischen Zwecken die Aufaahme sehr 
groBer Vitamin-C-Mengen empfohlen. Lamden und Chrystowski! 
beobachteten bei 11 gesunden Versuchspersonen nach Dosen von 9g 
Ascorbinsaure pro Tag einen Anstieg der Harnoxalsdiure um das Doppelte. 

Wir versuchten, zur niheren Charakterisierung der Bedeutung der 
endogenen Oxalsiure einen méglichen EinfluB des Vitamins C auf die 
Oxalsiure-Ausscheidung und -Retention in der Niere festzustellen. 
Nachdem wir nach Injektion gréBerer Dosen diese Dicarbonsaure darin 
stets angereichert vorfanden®, durfte angenommen werden, eine ver- 
mehrte Bildung aus Ascorbinsiure wiirde sich im gleichen Sinne aus- 
wirken. Wir haben daher Ratten mittleren Gewichtes wahrend 5 Tagen 
je 100 mg Vitamin C per os verabreicht und ihnen dann eine einmalige 
Dosis von 4C-Oxalsiure subcutan gespritzt und deren Ausscheidung im 
Harn verfolgt bzw. ihren Nachweis in der Niere vorgenommen. Gleich- 
zeitig wurden analoge Versuche an nicht mit Ascorbinsaure gefiitterten 
Tieren durchgefihrt (siehe die Tabelle). 


1 J.J. Burns, H. B. Burchu.C. G. King, J. biol. Chemistry 191, 501 [1951]. 

2 L. Hellman u. J. J. Burns, Fed. Proc. 14, 225 [1955]. 

3 C. Curtin u. C.G. King, J. biol. Chemistry 216, 539 [1955]. 

4 P. Lamden u. G. A. Chrystowski, Fed. Proc. 12, 420 [1953]. 

5 G. Brubacher, H. Bodur, M. Just u. K. Bernhard, diese Z. 805, 248 
]1953}. 
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Injektion von 8,4 y pro g Kérpergewicht C-Oxalsiure an taglich mit 
Ascorbinsaure versorgte Ratten. 
Nach 28 Stdn. im Harn und in der Niere vorliegende Aktivitaten. 





Tier | Aktivitaten 


aufgefunden in 








total 
Gewicht | appliziert Harn Niere 
g ¢/min 





¢/min | in % ¢/min | mo, 





192 108 3,63- 10° 1,64- 10° 0,03 
199 108 3,71- 108 1,44- 0,05 
195 -108 3,37 - 108 1,45- 0,02 
195 108 4,18-10° 1,61- 0,02 
195 -108 3,75 108 1,71: 0,02 
193 -10° 3.42: 108 1,33- 0,02 


Kontrolltiere ohne Ascorbinsaure 


200 7,15-108 3,09- 10° 43,3 2,88 - 0,04 
190 6,79- 108 3,22- 108 47,5 3,37- 0,05 
177 6,43- 108 3,16- 10° 49,3 2,76: 0,05 
220 7,86-10° 3,58 - 108 45,5 2,33- 0,03 
222 7,86: 10° 3,59: 108 45,6 1,38: 0,02 
212 7,50- 108 3,63 - 10% 48,3 7 Wy 0,03 




















Diskussion der Ergebnisse 


Mannliche Ratten erhielten per os pro g K6rpergewicht etwa 500 y 
Vitamin C pro Tag. Unter der Voraussetzung, dai die daraus gebildete 
Oxalsiure nur ein Zehntel davon betriige, ergaiben sich 50 y Oxalsaure, 
d.h. eine Menge, die, wie wir in friiheren Versuchen zeigten, zu einer 
betrichtlichen, etwa 20°/, betragenden Oxalsaureretention in der Niere 
fihrt. Wir injizierten den Tieren pro g Kérpergewicht 8,6 y C-Oxal- 
siure und fanden im Harn im Mittel 52,3, in der Niere 0,03°/, und bei den 
Kontrolltieren, die mit Ausnahme der Ascorbisiuregaben analog be- 
handelt wurden, 46,6 und 0,04°/, der applizierten Menge. 

Es liegen indessen keine signifikanten Unterschiede vor. Bei den 
Ratten trat ein wesentlicher Abbau der Ascorbinséure zu Oxalsdiure 
somit nicht ein, denn er hatte zweifellos zu einer anderen Verteilung, 
d. h. zu héherer Aktivitat in der Niere und geringerer Ausscheidung im 
Harn fiihren miissen. 

Bekanntlich ist die Ratte nicht auf die Zufuhr von Vitamin C an- 
gewiesen oder reagiert jedenfalls bei Fehlen desselben in ihrem Futter 
nicht mit entsprechenden Ausfallserscheinungen. Es wird angenommen, 
sie vermége die Ascorbinsaéure selber aufzubauen. Ob hinsichtlich des 
Abbaues derselben andere Méglichkeiten bestehen bzw. Wege beschritten 
werden und Oxalsiure in geringerem Ausmafe als beim Meerschweinchen 
oder Menschen sich daraus bildet, laBt sich vorerst nicht entscheiden. 
Wir glauben aber aus unseren Versuchen schlieBen zu diirfen, Vitamin C 
trage im Stoffwechsel der Ratte nur sehr geringfiigig zur endogenen 
Oxalsiure bei. 
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Zusammenfassung 

Wir haben Ratten nach Gaben groBer Vitamin-C-Mengen (500 y 
pro g/die) 4C-Oxalsiure injiziert und nach 28 Stdn. deren Ausscheidung 
im Harn und Retention in der Niere ermittelt. Es ergaben sich gegeniiber 
dem Verhalten normaler, richt mit Ascorbinsiure behandelter Kontroll- 
tiere keine signifikanten Unterschiede. Die Ratte bildet nach Belastung 
mit Ascorbinsiure offenbar keine merklichen Mengen endogener Oxal- 
saiure. 


Summary 
14C-Oxalic acid has been injected into rats after administration of 
daily doses of 500 y/g of vitamin C and the excretion of the acid in the 
urine and its retention in the kidney investigated. No significant diffe- 
rences were found as compared with normal control animals which were 
not treated with ascorbic acid. The results indicate that rats loaded with 
ascorbic acid do not form perceptible amounts of endogenous oxalic acid, 
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ae I. Mitteil.: Aminosauresequenzen des Kollagens 
ung Zur Bindungsweise des Prolins und Hydroxyprolins 
xal- : 
Von 
Wolfgang Gra8mann, Kurt Hannig, Horst Endres und Alfred Riedel 

a Aus dem Max-Planck-Institut fiir Eiwei8- und Lederforschung, Regensburg 

0 

the (Der Schriftleitung zugegangen am 15. August 1956) 
me: Die im Elektronenmikroskop in Erscheinung tretende hoch- 
. differenzierte Feinstruktur des Kollagens! und des Prokollagens? laBt 
with . h ss ‘i “he 
cid einen Zusammenhang zwischen dem molekularen Aufbau dieser Faser- 


proteine und ihrem elektronenmikroskopischen Bild vermuten. Um Ein- 
blick in die Aminosdéureanordnung des Kollagens und Prokollagens zu 
gewinnen, haben wir damit begonnen, die bei der Spaltung mit kristalli- 
siertem Trypsin gebildeten Abbaupeptide mittels elektrophoretischer 
und chromatographischer Methoden zu trennen und konstitutions- 
chemisch zu untersuchen. Uber das Ergebnis dieser Arbeiten soll zu gege- 
bener Zeit ausfihrlich berichtet werden. 

Bei der Spaltung von Kollagen und Prokollagen mit kristalli- 
siertem Trypsin, die zu einem scharfen Endpunkt fiihrt, werden Abbau- 
gemische mit einer mittleren Kettenlinge von etwa 18 Aminosauren 
erhalten. Die Auftrennung komplizierter Gemische so langkettiger 
Peptide ist nicht einfach. Als ein brauchbarer Weg dafiir hat sich uns 
die kontinuierliche Elektrophorese* erwiesen. Die weitgehende Uber- 
einstimmung der mit dieser Methode bei py 4,9 an Abbauprodukten 
von Kollagen und Prokollagen gewonnenen Trennbilder* spricht, ebenso 
wie die quantitative Aminosiureanalyse®, fiir eine weitgehende Uber- 
einstimmung des chemischen Baues. 

Von den bei py 4,9 in einem Trennungsgang erhaltenen Fraktionen 
sind nur einige wenige, mengenmabig stark zuriicktretende einheitlich. 





1C. E. Hall, M. A. Jakus u. F. O. Schmitt, J. Amer. chem. Soc. 64, 1234 
{1942]; C. Wolpers, Klin. Wschr. 22, 624 [1943]; 28, 169 [1944]; Virchow’s 
Arch. pathol. Anatom. Physiol. klin. Med. 312, 292 [1944]; F.O.Schmitt u. 
J.GroB, J. Amer. Leather Chemists Assoc. 48, 658 [1948]; W. GraBmann, 
U.Hofmann u. Th.Nemetschek, Naturwissenschaften 39, 215 [1952]; 
U. Hofmann, Th. Nemetschek u. W. GraBmann, Z. Naturforsch. 7b, 509 
[1952]; Th. Nemetschek, W. GraBmann u. U.Hofmann, ebenda 10b, 
61 [1955]. 

2 K. Kiihn, U. Hofmann u. W. GraBmann, Z. Naturforsch., im Druck. 

3 W. GraBmann u. K. Hannig, diese Z. 292, 32 [1953]. 

4 W.GraBmann, H. Endres u. A.Steber, Z. Naturforsch. 9b, 513 
[1954]. 

5 W. GraBmann, K. Hannig u. M. Pléckl, diese Z. 299, 258 [1955]. 
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Die meisten von ihnen lassen sich durch Elektrophorese bei geaindertem 
pu oder chromatographisch in weitere Unterfraktionen aufteilen. Als 
einheitlich betrachten wir eine Fraktion erst dann, wenn sie elektro- 
phoretisch bei drei pq-Werten (2,3; 4,9 und 9,2) und chromatographisch 
in vier verschiedenen Lésungsmittelgemischen nicht weiter zerlegt 
werden kann und bei der quantitativen Aminosiureanalyse ein sauberes 
stéchiometrisches Verhaltnis simtlicher Bausteine ergibt. Diese strengen 
Anforderungen, die bisher in analogen Fiillen nicht gestellt wurden, 
scheinen uns notwendig. Gegenwartig verfiigen wir tiber etwa 11 Abbau- 
peptide, die diesen Anforderungen geniigen (Tab. 1). 


Tab. 1. Aminosiurezusammensetzung der bisher in einheitlicher Form 
gewonnenen Peptide. 















































polar <— —> apolar 
Fraktion* ‘ : <p 2 3 
By | Bea | Sa | B3 | P5p | Sb | Sa | Se | Bye | Baan | Se 
Gefundene Aus- 
beute Gew.-% | 0,15] 0,03! 0,20] 0,2 0,53] 0,3 0,75 2,6 0,52 0,8 1,6 
Geschitzte 
Menge Gew.-%] 0.15] 0,07] 0,53] 0,2 1,20} 0,75 1,65 4,7 1,3 3,5 3,15 
YN, 0.3 0,1 0,35] 0,35] 1,3 0,77 1,65 4,7 1,4 3,4 3,05 
Gly ¥ 1 1 5 5 6 14 12 24 10 6 14 
Ala - _ = 3 5 5 12 5 3 3 
eres (a ~ - - 1 1 1 1 1 1 - 
Leu + Ileu. . - - 2 1 1 2 4 1 1 
Phe. vk - - _ - 1 - 1 
Ser . - - ~ . 1 1 3 - 1 2-3 
ere _ _ 1 1 - 2 — 1 
BME se oo & : = = —- _ - — 2 
ee eee — _ _ - 3 - — — 
Ss ahs: Sow - - - 1 5 6 11 3 2 10 
e.. ws as - - _ 1 1 4 7 3 3 5 
eee _ ace 2 _ 1 3 3 4 - — 2 
ge ene - 1 3 _ 1 5 4 8 1 2 
a een _ _- _ 1 1 2 1 2 = 1 
Hydroxylys .. - _ 1 _ 1 _ _ 2 _ - 
__| SPS coat | - _ — 1 -- -- 2 _ 
Saree eres te! 1 1 4 1 2 1-2] 3 1 1 
Amid-N.... _ _ = oar (1) (2) (4) ~ _ - 
Kettenlinge . .| 3 3 13 10 20 44 39 — 40] 79 33 20 43—44 
Gly Mol-%. . . | 33,3 [33,3 |38,5 |50,0 | 30,0 | 31,8 30,8 29,2 | 30,3 30,0 32,6 
Pro + Hypro. . 
Mol-% ... - - _ — 10,0 | 20,5 | 25,5 22.8 | 18,2 25,0 34.8 
Bas. Amino- 
siuren Mol-% | 66,6 | 33,3 |15,4 | 50,0 | 20,0 9,1 5-8 6,4 | 15,2 10,0 
Saure Amino- 
siuren Mol-% — 33,3 [38,5 _ 10,0 | 18,2 18,0 15,2 _ 5,0 9,3 
Summe d. Di- 
amino- u. Di- 
carbonsiuren, | 66,6 | 66,6 [53,9 [50,0 | 30,0 | 27,3 23 —26 | 21,6 | 15,2 15,0 9,3 


* Mit B werden basische, d. h. bei py 4,9 kationisch wandernde, mit 8 saure, d. h. bei pyy 4,9 
anionisch wandernde Pepi:te bezeichnet. DieAufarbeitung der Neutralfraktionen, die etwa 60 Gew.-% 
ausmachen, ist noch nicht ‘urchgefiihrt. 


Die Tabelle enthilt die tatsichlich gewonnenen Ausbeuten der 
einzelnen Peptide sowie eine Schitzung der Menge, in der sie in den 
Abbaugemischen ungefihr enthalten sind. Da alle Schritte mnseres 

















‘Chem. 7, 69 [1952]. 
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Isolierungsganges quantitativ kontrolliert werden, ist diese Schaitzung 
einigermaBen zuverlassig. Wie die Tab.1 zeigt, ist Glycin in allen 
Fraktionen enthalten. Meist betragt sein Anteil etwa !/, der vorhandenen 
Aminosaéuren, lediglich in zwei Fallen, den mengenmaBig nicht sehr 
starken Fraktionen 8, und B,, werden Werte von 38 bzw. 50 Mol-°;, 
der gesamten Aminosiauren erreicht. Dieses Ergebnis spricht fiir eine 
ziemlich gleichmaBige Verteilung des Glycins itiber die gesamte Kette 
des Kollagens. 

Ordnet man die bisher isolierten Peptide einerseits nach ihrem 
molekularen Gehalt an stark polaren Aminosiuren, also nach der Summe 
aus Diamino- und Dicarbonsauren, und andererseits nach ihrem Gehalt 
an den beiden Iminoséuren Prolin und Hydroxyprolin, so fallt auf, daB 
beide Gruppen von Aminosiuren sich gegenliufig verhalten. Abbau- 
peptide mit hohem Gehalt an polaren Aminosauren sind meist frei von 
Prolin und Hydroxyprolin oder arm daran, und umgekehrt. Schon 
diese Befunde machen eine regelmaiBige Wiederkehr von Tripeptid- 
einheiten mit je einem Prolin- oder Hydroxyprolinrest im Sinne der 
seinerzeit von Bergmann und Niemann® begriindeten und in neueren 
Modellvorstellungen vom Bau des Kollagens’ ganz oder teilweise iiber- 
nommenen Hypothese unwahrscheinlich; sie sprechen, in Uberein- 
stimmung mit Befunden von anderer Seite®, eher fiir ein Abwechseln 
prolin- und hydroxyprolinreicher apolarer, und an Iminoséuren armer 
polarer Bereiche, die méglicherweise den Hell- und Dunkelteilen zu- 
geordnet werden kénnen?®. 

Um weitere Aufschliisse zu dieser Frage zu erhalten, haben wir 
uns zunéchst der Untersuchung der bisher mit dem héchsten Iminosaéure- 
gehalt erhaltenen Fraktion Sr zugewandt. Bei py 4,9 wandert sie sehr 
schwach anodisch, bei py 2,3 dagegen unter allen sauren Abbaupeptiden 
am schwiachsten kathodisch, ein Verhalten, das ihre Isolierung erleichtert. 
Die tatsachlich isolierte Menge der Fraktion entspricht 1,6 Gewichts-°, 
bzw. 1,55°% vom Stickstoff des gesamten Prokollagens. Ihr wirklicher 
Anteil im tryptischen *.bbaugemisch kann auf etwa 3,1 Gew.-% ge- 
schiitzt werden. Vom Gesamtgehalt des Prokollagens an Prolin und 
Hydroxyprolin reprasentiert die Fraktion knapp 5%. Die Aminosaure- 
analyse (Tab. 2) zeigt zunachst die Abwesenheit von Basen, sowie von 
Amidstickstoff. Das Ergebnis zweier Bestimmungen, bei denen die 





6 M. Bergmann u. C. Niemann, J. biol. Chemistry 115, 77 [1936]. 

7 L. Pauling, R. B. Corey u. H. R. Branson, Proc. nat. Acad. Sci. USA 
37, 205 [1951]; L. Pauling u. R. B. Corey, ebenda 37, 235, 241, 256, 261, 272 
{1951]; G. N. Ramachandran u. G. Kartha, Nature [London] 176, 593 [1955]. 

8 W. A. Schroeder, L. M. Kay, J. le Crette, L. Honnen u. F.C. Green, 
J. Amer. chem. Soc. 76, 35£6 [1954]; s. a. W. A. Schroeder, L. Honnenu. F.C. 
Green, Proc. nat. Acad. Sci. USA 39, 23 [1953]; Th. D. Kroner, W. Tabroff 
u. J. J. McGarr, J. Amer. chem. Soc. 75, 4084 [1953]; 77, 3356 [1955]. 

® W. A. Schroeder, L. M. Kay, J. LeCrette, L. Honnen u. F. C. Green, 
J. Amer. chem. Soc. 76, 3556 [1954]; vgl. auch R.S. Bear, Advances Protein 
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Tab. 2. Bausteinanalyse der Fraktion Sr. 
I: Hydrolyse mit 6-n. HCl, 24 Stdn., 100°, II: Hydrolyse mit 6-n. HCl, 48 Stdn., 110°. 

















Ges. N:14,3%, Amid-N:0,05% 
% N v. Ges. N Molverh. gef. Misdiradh. 
I II I TI abgerund. 
Cal a 31,40 31,90 14,00 13,95 14 
. Se ee 6,53 6,18 2,92 2,70 3 
Leu + Jleu 1,68 1,95 0,75 0,85 1 
Pap. . 5s 2,44 2,63 1,09 1,15 1 
ee 6,05 5,15 2,70 2:25 2—3 
Gis 2? 0.7 1,88 1,83 0,82 0,80 1 
ae 4,10 2,97 1,83 1,30 2 
BOND 0 coer 22,9 23,40 10,2 10,2 10 
Hypro. .. 11,42 11,35 5,2 4,95 5 
mee ss 4,70 4,74 210 -- 2,07 2 
(STs oe 4,36 4,70 1,95 2,05 2 
97,46 96,80 43,56 42,27 43—44 

















Hydrolysenbedingungen variiert wurden, zeigt fiir fast alle Aminosiuren 
gute Ubereinstimmung und ein ganzzahliges stéchiometrisches Ver- 
haltnis. Lediglich bei den beiden Hydroxyaminosauren Serin und Ty- 
rosin sind erwartungsgemaB nach einer 48stdg. Hydrolyse bei 110° 
die gefundenen Werte nicht unbetrichtlich niedriger. 

Aus der Aminosiureanalyse ergibt sich eine Kettenliinge von 
43 oder 44 Aminosiuren, entsprechend einem Molekulargewicht von 
3916 oder 4002. Am Aminoende wird nach der Methode von Sanger’? 
ausschlieBlich Glycin, am Carboxylende nach der Reduktionsmethode! 
und mittels Carboxypeptidase ausschlieBlich Asparaginsiure gefunden. 
Die Asparaginséiureausbeute bei der Reduktionsmethode entsprach 
0,7 Mol auf 43 Aminosauren. Die photometrische Bestimmung an der 
DNP-Verbindung ergibt ein Molekulargewicht von 3717, ihre potentio- 
metrische Titration ein Carboxyliquivalent von 727; dies entspricht 
unter Zugrundelegung von 5 Carboxylgruppen (eine endstandige 
Carboxylgruppe und 4 Carboxylgruppen der Dicarbonséuren) einem 


oo 





Molekulargewicht von 363512. Die Ubereinstimmung dieser Werte mit 4 


dem aus der Aminosiurezusammensetzung abgeleiteten Molekular- 


gewicht sowie die chromatographische und elektrophoretische Prifung 4 


sprechen fiir die chemische Einheitlichkeit der Fraktion. 


Von den gesamten Aminosiuren entfallen fast ein Drittel (14) auf | 


Glycin, ein weiteres Drittel (15) auf Prolin und Hydroxyprolin und der 
Rest (14—15) auf andere Aminosiiuren. Der Zusammensetzung nach 


10 F, Sanger, Biochem. J. 39, 507 [1945]. 

11 W. GraBmann, H. Hérmann u. H. Endres, Chem. Ber. 86, 1477 [1953]; 
Chem. Ber. 88, 102 [1955]; diese Z. 296, 208 [1954]. 

12 Versuchsausfiihrung K. Fischer. 
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kénnte also diese Fraktion der Vorstellung von Bergmann und Nie- 
mann® entsprechen, die wiederkehrende Tripeptideinheiten aus je 
1 Glycin, 1 Prolin oder Hydroxyprolin und einer anderen Aminoséure 
postuliert. Die durchgefiihrten Untersuchungen der Aminosiureanord- 
nung bestatigen eine solche Vermutung jedoch nicht. 

Mit Carboxypeptidase werden ziemlich rasch 2 Moll. Asparagin- 
siure abgespalten. Es folgen, jeweils mit absteigender Geschwindigkeit 
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Abb. 1. Zeitlicher Abbau der Prokol- | 
lagen-Fraktion Sy mit Carboxypepti- | 
dase. Ord.nate: Moll. Aminosaure pro | 





100 Moll. Peptid 20 0 100 
Abb. 2. Zeitlicher Abbau der Prokol- 
lagen-Fraktion Sy mit Aminopoly- Abb. 2. 


peptidase. Ord na e: Moll. Am.nosaure 
pro 100 Moll. Peptid 


Leycin (nach"30 Stdn. 0,8 Moll.), Glutaminsidure (0,5 Moll.) und Phenyl- 
alanin (0,4 Moll.). Eine Abspaltung von Prolin und Hydroxyprolin 
erfolgt nicht (vgl. Abb. 1). Da nach Ergebnissen von Neurath und 
Schwert! carboxylendstindiges Leucin durch Carboxypeptidase 
wesentlich rascher abgespalten wird als Asparaginsaéure, muB die Reihen- 
folge am Carboxylende Leu-asp-asp-COOH lauten. Im Falle einer 
Sequenz Asp-leu-asp-COOH miiBte Leucin wesentlich rascher abge- 
spalten werden als das zweite Moll. Asparaginsaiure. Eine analoge Uber- 
legung gilt hinsichtlich der Abspaltung von Phenylalanin und Glutamin- 
siure. Die Reihenfolge am Carboxylende muB also mit hoher Wahr- 
scheinlichkeit 


Phe-glu-leu-asp-asp-COOH 
13H. Neurath u. G. W. Schwert, Chem. Reviews 46, 69 [1950]. 
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sein. Sicher ist, daB Prolin und Hydroxyprolin unter den ersten 
finf Aminosaéuren am Carboxylende nicht enthalten sind. 

Die Spaltung mit Aminopolypeptidase aus Hefe zeigt, daf 
auBer Glycin noch Serin, Threonin und Alanin dem Aminoende an. 
gehéren (Abb. 2). DaB auch kleine Mengen Leucin (0,2 Moll.) durch 
Aminopeptidase abgespalten werden, ist etwas stérend, da diese Amino- 
siure nach der Aminosiureanalyse nur einmal vorhanden ist und bereits 
auf der Carboxylseite gefunden wird. 

Bei der Partialhydrolyse der DNP-Verbindung!* wurden DNP.- 
Peptide erhalten, die, abgesehen von endstiandigem Glycin, noch Serin, 
Threonin, Alanin sowie weitere Mengen von Glycin und wiederum kleine 
Mengen von Leucin enthielten. Prolin und Hydroxyprolin befinden sich 
weder unter den durch Aminopeptidase abspaltbaren Aminosaéuren noch 
unter den DNP-Peptiden des Partialhydrolysates. Die Versuche reichen 
nicht aus, um die Aminosiuresequenz am Aminoende endgiiltig fest- 


zulegen. Sicher ist aber, daf unter den ersten Aminoséiuren vom — 
Aminoende her sich Glycin, Serin, Alanin, Threonin und ein oder zwei 7 
weitere Glycinreste befinden miissen, wihrend sich Prolin oder | 
Hydroxyprolin unter den ersten fiinf bis sechs nicht befinden | 


k6nnen. 


Die aus der Mitte des Peptides stammenden Aminosiuren finden |), 
sich unter denjenigen Peptiden, die bei der Partialhydrolyse der DNP. |) 9" 


> Ine, 


Verbindung als DNP-fr ie Peptide anfallen. Sie enthalten betrachtliche 7 


Mengen an Prolin, Hydroxyprolin und Glycin neben Serin, Alanin und [7 
» einhe’ 


Tyrosin. 


Die Konstitution des Peptides kann demnach wie folgt aufgelést ‘ 
>) zugese 
> einige 


H,N-gly-(ser, thr, leu, ala, gly)-[10 pro, 5 hypro, 12 gly, 2 ala, 1—2 ser, 7 


werden: 


2 tyr, 1 glu]-phe-glu-leu- asp-asp-COOH 


Nimmt man an, da Glutaminsiure und Tyrosin in Wirklichkeit noch 7 
den aminoendstindigen oder carboxylendstindigen Bereichen ange- 7 
héren, was unsere Experimente nicht ausschlieBen, dann verbleiben | 
fiir das Mittelstiick 10 Prolin und 5 Hydroxyprolin, denen etwa’ die | 
gleiche Zahl von sehr einfachen Aminosiuren, nimlich 12 Glycin, | 


2 Alanin und 1—2 Serin gegeniiberstehen. 


Von W.A.Schroeder und Mitarbb.§ sowie von Kroner undf 
Mitarbb.® waren bereits Gly-pro- und hypro-gly in relativ hohen Aus- 7 
beuten, ferner Gly-pro-hypro und Gly-pro-hypro-gly als Abbauprodukte | 
bei der Partialhydrolyse von Gelatine mit Séiuren gewonnen worden. © 
Diese Autoren vertreten die Ansicht, das Einheiten Gly-pro-hypro-gly 7 


14 E.0.P. Thompson, J. biol. Chemistry 208, 565 [1954]; vgl. auch | 
F. Sanger, Biochem. J. 45, 563 [1945]; R. R. Porter, ebenda 46, 473 [1950]; " 
W. A. Schroeder, J. Amer. chem. Soc. 74, 5118 [1952]; E. O. P. Thompson, © 
J. biol. Chemistry 207, 563 [1954]. 
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ein wesentliches Strukturelement der kristallin geordneten Bereiche der 
' Fibrille sind. Auch die Feststellung von Gustavson", daB die Thermo- 
' stabilitaét von Kollagenfibrillen mit ihrem Prolin- und Hydroxyprolin- 
| gehalt ansteigt, spricht in der gleichen Richtung. Unsere Befunde sind 
' eine starke Stiitze fiir die Vorstellung von Schroeder. Sie scheinen die 
' Existenz geordneter Bereiche von insgesamt etwa 30 Aminosiuren zu 
» beweisen, die der von Schroeder postulierten Sequenz nahekommen. 
Eine Diskussion unseres Befundes in Verbindung mit den Struktur- 
' modellen, wie sie von Ramachandran und Kartha’, Rich und 
» Crick!® sowie von Cowan und McGavin!’ neuerdings vorgeschlagen 
| wurden, méchten wir zuriickstellen, bis wir die Aminosiuresequenz des 
| Mittelstiickes endgiiltig aufgeklirt haben. Fir die weitere Aufklirung 
der Struktur des Kollagens wird es von besond rer Bedeutung sein, ob 
das gesamte Prolin und Hydroxyprolin in angehauften Gruppen von 
' dem aufgezeigten Typus vorliegt, und ob sich eine Beziehung dieser 
» Anordnung zum elektrosenoptischen Bild herstellen liBt. 


Beschreibung der Versuche 
1. Abbau mit Trypsin 


bs Fiir die Abbauversuche wurden mit vélliger Ubereinstimmung der Ergebnisse 
> einzweimal umkristallisiertes Trypsinpraparat der Man Research Laboratories 
~ Inc., New York, sowie das Praparat ,,Trypure Novo, krist. Trypsin, dialysiert 
» und lyophilisiert“‘ der Novo Terapeutisc Laboratorium A/S, Kopenhagen N, 
"> verwendet. Beide Praparate entsprechen mit einem Gehalt von 22—25 Trypsin- 
» einheiten/g den Angaben der Literatur’*. Proben von 4,2 g Prokollagen wurden 


> zunachst mit 80 cem dest. Wasser 1/, Stde. im siedenden Wasserbad denaturiert, 


> nach Abkiihlung wurde mit Natronlauge auf py 8,2 eingestellt, 21 mg Trypsin 
) zugesetzt und auf 100 ccm aufgefiillt. Der py-Wert wurde waihrend des Abbaues 
einige Male mit Natronlauge nachgestellt. Der Endwert des Abbaues (verfolgt 
» durch Titration nach Waldschmidt-Leitz) wurde nach 3 Stdn. be 37° erreicht 
> und auch nach 24 Stdn. Abbauzeit nicht iiberschritten. Die Aufarbeitung erfolgte 
> immer nach 9Stdn. Nach Beendigung der Hydrolyse wurde kurz auf 100° er- 
) wirmt, nach Abkihlung auf 0° zur Entfernung eines sehr geringfiigigen Riick- 


: 4 standes scharf zentrifugiert und die klare Lésung gefriergetrocknet. 


2. Auftrennung des Abbaugemisches 

in der kontinuierlichen Elektrophoreseanordnung*®5 

\ 1. Bei py 4,9 in der beschriebenen gréBeren Ausfiihrung der Trennapparatur 
> VA* (Puffer: 100 com Pyridin + 80 ccm Eisessig auf 301 Wasser; Trennpapier: 
> Schleicher & Schill 604L; elektrische Daten: 600 Volt Klemmenspannung 
> entsprechend 14 Volt/em, 18 mA). 250 mg Abbaugemisch wurden innerhalb von 
 24Stdn. dem Trennbogen zugefiihrt und die gesammelten Fraktionen gefrier- 
> getrocknet. 

: 2. Bei px 2,3 wurden anschlieBend die bei px 4,9 erhaltenen und zum gréBten 
- |) Teil noch uneinheitlichen Fraktionen in der VA-Apparatur weiter zerlegt (Puffer: 


15 K. H. Gustavson, Svensk. kem. Tidskr. 65. 70 [1953]. 

16 A. Rich u. F. H. C. Crick, Nature [London] 176, 915 [1955]. 

17 P.M. Cowan u. St. McGavin, Nature [London] 176, 501 [1955]. 
18 M. L. Anson u. A. E. Mirsky, J. gen. Physiol. 16, 33, 59 [1932]. 
* Firma Bender & Hobein, Miinchen, LindwurmstraBe 71. 
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v,5-n. Essigsiure; Trennpapier: wie oben; elektrische Daten: 800 Volt entsprechend 
19 Volt/cm, 18mA). Mengen zwischen 80—150 mg wurden innerhalb von 24 Sidn, 
dem Trennbogen zugefiihrt und die gesammelten Fraktionen gefriergetrocknet, 

Zur Sicherstellung der elektrophoretischen Einheitlichkeit wurde sowohl die 
Elektrophorese bei px 4,9 wie diejenige bei px 2,3 mit jeder einzelnen Fraktion 
noch ein zweites, bzw. ein drittes Mal unter gleichen Bedingungen wiederholt, 

Die Versuche wurden im wesentlichen ohne Unterbrechung tiber einige 
Wochen durchgefiihrt und insgesamt 10 g Prokollagen aufgearbeitet. 

Die elektrophoretische Reinheitspriifung erfolgte ebenfalls in der VA-Appara- 
tur unter Verwendung der Puffer py 4,9, 2,3 und 9,2. 

3. Die chromatographische Reinheitspriifung wurde mit Butanol-Kisessig. 
Wasser 4:1:5, mit Butanol-Phenol-Hisessig-Wasser 2,5:5:1:5, mit Butanol-Pyri- 
din-Eisessig-Wasser 4:1:1:5 und Phenol-Kresol-Wasser 1:1:ges. aufsteigend auf 
Schleicher & Schiill-Papier 2043b durchgefiihrt. Angefarbt wurde mit Nin. 
hydrin und Amidoschwarz 10 B. 

4. Darstellung des DNP-Peptids und Aminoendgruppenbestim. 
mung nach Sanger!®; 48mg Peptid wurden mit Dinitrofluorbenzol 
(DNFB) umgesetzt und nach der Methode von Sanger? aufgearbeitet. Beim 
Ansauern auf px 5 fiel das DNP-Peptid aus und konnte abzentrifugiert werden. 
Ausbeute an DNP-Peptid: 39,7 mg. Zur Bestimmung der Endgruppe wurden 
2,4 mg des DNP-Peptids nach 12stdg. Hydrolyse mit 3 cem 25-proz. HCI (100°) 
mit Ather ausgeschiittelt. Im Atherauszug konnte papierchromatographisch im 
Lésungsmittelgemisch Toluol-Pyridin-Glykolmonochlorhydrin-0,8-n. NH; (5:1: 7 
3:3) DNP-Glycin neben etwas Dinitrophenol identifiziert werden. ; 

5. Partialhydrolysat des DNP-Peptids: 21,5 mg DNP-Peptid wurden 7 
wie bei E. O. P. Thompson" mit 12,5-proz. HCl 7 Tage bei Zimmertemp. hydro. | 
lysiert und aufgearbeitet. Der waiBr. Riickstand des Partialhydrolysates wurde 
weitere 7 Tage bei 25° stehen gelassen, mit Ather und Essigester ausgezogen und 
die waBr. Lésung nochmals | Stde. bei 100° hydrolysiert. Nach dem Ausschiitteln 
mit Essigester und Aufarbeiten der DNP-Verbindungen wurde die waBr. Phase 
mit DNFB umgesetzt und die mittelstandigen Peptide isoliert. : 

Aus den Ather- und Essigesterausziigen konnten 4 DNP-Peptide isoliert 
werden, von denen das gréBte Glycin, Serin, Threonin und Alanin neben etwas © 
Leucin enthielt. Aus der waBrigen Phase konnten nach Umsetzung mit DNF B weitere 7 
Peptide erhalten werden. Die Fraktionen sind nicht ganz einheitlich, Prolin, ” 
Hydroxyprolin und Glycin sind in ihnen sehr stark enthalten. E 


6. Carboxylendgruppenbestimmung nach der Reduktionsme. | 
thode: 2,1 mg Peptid wurden nach acetylierender Veresterung mit Lithium.) 
borhydrid reduziert/! und der entstandene Aminoalkohol als DNP-Derivat isoliert | 
und identifiziert. Es wurde ausschlieBlich das Reduktionsprodukt der Asparagin- ” 
siure in einer Ausbeute von 0,7 Moll., bezogen auf 43 Aminoséuren, gefunden. ” 

7. Carboxylendgruppenbestimmung mit Carboxypeptidase: 2,7 mg) 
DNP-Peptid wurden mit 7mal umkristallisierter Carboxypeptidase, die vor! 
Gebrauch mit Di-isopropylfluor-phosphat!® behandelt war, im Verhialtnis 100:1/ 
versetzt. Nach verschiedenen Zeiten wurden Proben entnommen und die gebildeten! 
Aminosauren durch direkte Photometrie auf Chromatographiepapier quantitativ™ 
bestimmt®. E 

8. Aminoendgruppenbestimmung mit Aminopeptidase: 1,8 mg7 
Peptid wurden mit gereinigter Aminopeptidase aus Hefe?® vom Aminopoly. 
peptidasewert 44 im Verhaltnis 1000:1 versetzt und die Abspaltung der Amino.” 
sduren nach verschiedenen Zeiten quantitativ verfolgt. 4 


19 KF. F. Jansen, M.D. F. Nutting, R.Jang u. A.K. Bails, J. biol 
Chemistry 179, 189 [1949]. : 
20 W. GraBmann, L. Emden u. H.Schneller, Biochem. Z. 271, 216) 
11934]. a 
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Zusammenfassung 


Aus den mit kristallisiertem Trypsin aus Prokollagen gewonnenen 
Abbaugemischen wurden eine Anzahl, zum Teil langkettiger Peptide 
isoliert, die nach elektrophoretischen und chromatographischen Prii- 
fungen sowie auf Grund der Aminosaéurezusammensetzung als einheitlich 
anzusehen sind. Prolin- und hydroxyprolinreiche Peptide scheinen im 
allgemeinen arm an Diaminosaéuren und Dicarbonséuren zu sein und 
umgekehrt. Fiir ein aus 42—44 Aminosiuren bestehendes Peptid, 
von dem rund ?/, aller Aminosiuren auf Prolin und Hydroxyprolin 
entfaillt, konnte gezeigt werden, daB sowohl dem carboxylendstindigen 
wie dem aminoendstandigen Teil der Kette keine der beiden Iminoséuren 
angehort. Sie gehdren zusammen mit Glycin und einigen anderen 
Aminoséuren dem noch nicht aufgeklirten Mittelstiick der Kette an. 


Summary 


Procollagen has been degraded with crystalline trypsin and a number 
of peptides, some of which are long chain molecules, have been isolated 
from the degradation products. Electrophoretic and chromatographic 
examination of the peptides and determination of their amino acid 
composition indicates that they are homogeneous. Proline- and hydroxy- 
proline-rich peptides appar in general to be deficient in diamino acids 
and dicarboxylic acids while proline- and hydroxyproline-deficient 
peptides appear to be rich in such acids. A peptide consisting of 42—44 
amino acids, of which approximately one third are proline and hydroxy- 
proline, was investigated and it was shown that neither of the imino 
acids belong to the C-terminal and N-terminal parts of the chain. The 
two acids together with glycine and certain other amino acids belong to 
the central part of the chain whose structure has not yet been elucidated. 
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Isolierung von Ribonucleinsaiure und Nucleotiden 
aus Embryonalextrakt und Leber 
und ihr Verhalten im Induktionsversuch* 


Von 
Heinz Tiedemann und Hildegard Tiedemann 
Aus dem Heiligenberg-Institut, Abteilung O. Mangold, Heiligenberg (Bodensee) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. August 1956) 


In der Urodelenentwicklung wird die Ausbildung des Nerven- 
systems mit Sinnesorganen sowie des Schwanzes durch Stoffe induziert, 
welche vom Urdarmdach (Organisatorbereich) an das iberlagernde, 
noch undifferenzierte Gewebe abgegeben werden'. Stoffe mit Induktions.- 
wirkung kommen aber nicht nur im embryonalen Organisatorbereich, 
sondern auch in vielen Geweben erwachsener Organismen vor?. Als wirk- 
sam erwiesen sich aus verschiedenen Geweben isolierte Fraktionen, 
welche Nucleoproteide enthielten**. Auch weitgehend gereinigte 
Nucleoproteide aus Meerschweinchen-Leber und -Niere sowie aus 
Embryonalextrakt und aus Hypophysenvorderlappen rufen Induktionen 
hervor®®:’, 

Wiahrend die Induktionswirkung nach alteren Versuchen bei der 
Behandlung des induzierenden Gewebes mit Ribonuclease verloren gig’, 
wurde sie nach neueren Untersuchungen dabei nicht verringert ® 1°. Beim 
Austesten von Nucleinsiurepriparaten waren die Ergebnisse ebenfalls 
nicht einheitlich. Die Bedeutung der Nucleinsiuren als Induktionsstoffe 
ist also noch umstritten. 

Wir haben aus 7—9 Tage alten Hiihnerembryonen, welche be- 
sonders wirksame Induktionsstoffe enthalten, und aus Rinderleber 
Ribonucleinséuren isoliert. Die hochmolekularen Nucleinséuren sowie 
' deren Abbauprodukte wurden dann an Keimen des Alpenmolches 


* De Arbeit wurde mit Unterssii zung der Deutschen Forschungs- 
gemeinsc af; ausgefiisr.. 

1 H. Spemann u. H. Mangold, Arch. mikroskop. Anatom. Entwicklungs- 
mech. 100, 599 [1924]. 

2 J. Holtfreter, Roux’ Archiv Entwicklungsmech. 182, 308 [1934]. 

3 F. G. Fischer, E.Wehmeier, H. Lehmann, L. Jiihling u.K. Hultsch, 
Ber. dtsch. chem. Ges. 68, 1196 [1935]. 

4 T. Kuusi, Ann. zool. Soc. Zool. bot. fennicae ,,Vanamo“ 14, 1 [1951]. 

5 T. Yamada u. K. Takata, Embryologia 3, 69 [1956]. 

6 Y. Hayashi, Embryologia 8, 57 [1956]. 

7 H. Tiedemann u. H. Tiedemann, noch nicht veréffentlicht. 

8 J. Brachet, Bull. Acad. roy. Sci. Belgique 29, 707 [1945]: J. Brachet, 
Nucleic Acids ,,Cambridge Monographs“ 207 [1947]. 

® Y. Hayashi, Embryologia 2, 145 [1955]. 

10 H. knglander, A.G.Johnen u. W. Vahs, Experientia [Basel] 9, 100 
[1953]. 
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(Triton alpestris) oder Axolotl auf ihre Induktionsfaihigkeit getestet. 
AuBerdem wurden Nucleotide, welche aus dem saureldslichen Extrakt 
von 9 Tage alten Hiihnerembryonen gewonnen worden waren, untersucht. 


Methoden 


Phosphat wurde nach Fiske und Subbarow", Ribose nach der Orcin- 
methode!? (Photometer Eppendorf, Filter Hg 578 my), Desoxyribose mit 
Diphenylamin**:* bestimmt (Filter Hg 546 mu). Der Proteingehalt der RNS 
wurde mit Hilfe der Biuretreaktion ermittelt!®. Die Absorption der Nuclein- 
siuren wurde bei 254 my nach Wallenfels und Christian’® gemessen. Als 
Lichtquelle diente eine Hg-Niederdrucklampe. Der Nullpunkt wurde mit einer 
1-proz. Hefenucleinsiurelésung eingestellt. Diese absorbiert praktisch alles Licht 
der Wellenlinge 254 my, la8t aber durch UV-Filter und Sperrfilter etwa noch nicht 
vollig ausgeschaltetes und die Messung stérendes Licht anderer Wellenlingen durch. 
Einige Messungen wurden mit dem Zeiss-Spek rophotome er ausgefiirt. 

Die papierchromatographische Analyse der Nucleosidpolyphosphate 
erfolgte mit dem Lésungsmittelsystem Isobuttersiure, konz. Ammoniak, Wasser 
(66:1:33)1". Das Papier (Schleicher & Schiill 2043b) wurde vor dem Gebrauch 
mit 0,5-proz. Athylendiamintetraacetat-Lésung und dann 6mal mit dest. Wasser 
gewaschen. Die Nucleotide wurden auf dem Papier durch das Photoprintverfahren 
nachgewiesen?8, 

Die Substanzen wurden nach der Methode von O. Mangold?® durch Ein- 
stecken in das Blastocoel einer jungen Gastrula von T'riton alpestris oder Axolotl 
ausgetestet. Die auszutestende Substanz kommt unter den Teil des Ektoderm zu 
liegen, der spiter zu Bauchhaut wird. Wenn der implantierte Stoff wirksam ist, 

wird dann in der zukiinftigen Bauchhaut die Ausbildung bestimmter Organe 
induziert. Zum Teil wurden die in Wasser leicht léslichen Substanzen in méglichst 
hoher Konzentration in etwa 2-proz. Agar aufgenommen. Dabei mu8 mit einer 
Abschwachung der Induktionswirkung gerechnet werden, denn Kontrollversuche 
mit in Agar aufgenommenem Hiihnerembryonalextrakt ergaben, daB bei dieser 
Methode die Induktionswirkung etwa um die Halfte abgenommen hat. Eine starke 
Induktionsw rkung kann aber auch bei dieser Methode nicht iibersehen werden. 
Die operierten Keime wurden etwa 14 Tage in steriler Holtfreter-Lésung auf- 
gezogen; die Operationstechnik ist 1. c.** beschrieben. 


Beschreibung der Versuche 


1. Darstellung von Ribonucleinsauren 


Die Nucleinséuren muBten unter méglichst schonenden Bedingungen 
unter Vermeidung von Alkali isoliert werden. Ihre Spaltung hatte zum 
Verlust einer urspriinglich vielleicht vorhandenen Induktionsfihigkeit 
fiihren k6nnen. 


1 C,H. Fiske u. Y. Subbarow, J. biol. Chemistry 66, 375 [1925]. 

12 W. Mejbaum, diese Z. 258, 117 [1939]. 

13 Z. Dische, Mikrochemie 8, 4 [1930]. 

14 F.C. Koch u. M. E. Hanke, Practical Methods in Biochemistry, 8. 47 
[Baltimore 1953]. 

15 M.G. Sevag, J.Smolens u. D. B. Lackman, J. biol. Chemistry 184, 
523 [1940]. 

16 K. Wallenfels u. W. Christian, Angew. Chem. 65, 459 [1953]. 

17 Pabst Laboratories, Circular Nr. OR 7. 

18 R. Markham u. J. D. Smith, Biochem. J. 45, 294 [1949]. 

19 QO. Mangold, Arch. mikroskop. Anatom. u. Entwicklungsmech. 100, 198 
[1923]. 
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Die von mehreren Autoren zur Denaturierung der Proteine und 
Abspaltung der Nucleinsiure aus Nucleoproteiden verwendeten?° 2 
Detergents kamen fiir unsere Zwecke nicht in Frage, da Induktions. 
stoffe durch Behandlung mit Detergents an Wirksamkeit verlieren. 

Zunachst haben wir die fiir unsere Versuche bendtigte Ribonuclein- 
siure nach dem Verfahren von Volkin und Carter” gewonnen. Dabei 
werden die Proteine durch Guanidin-hydrochlorid denaturiert und lés- 
lich gemacht. Die ausgefiallte Nucleinsiiure wird anschlieBend durch 
Schiitteln mit Chloroform-Octylalkoholmischungen nach Sevag”* von 
noch vorhandenen Proteinen befreit. 

Als sich im Verlauf der Untersuchungen herausstellte, daB Phenol 
die in Hiihnerembryonen vorhandenen Induktionsstoffe nicht inakti- 
viert, haben wir die Proteine aus der Nucleoproteidlésung durch Ex- 
traktion mit Phenol abgetrennt. Ein ahnliches Verfahren wurde be- 
sonders von O. Westphal und Mitarbb. zur Isolierung von Poly- 
sacchariden aus Bakterien angewendet”!. Wie diese Autoren fanden, 
reichern sich auBer hochmolekularen Polysacchariden auch die Nuclein- 
siuren in der waBrigen Phase an®°. 

Die aus Embryonalextrakt unter Verwendung von Phenol her- 
gestellte Ribonucleinséure wurde dann itiber das Lanthansalz weiter 
gereinigt. ~- 

a) Gewinnung von Ribonucleinsaiure nach dem Phenolverfahren 

«) Darstellung der Nucleoproteide: § Tage alte Hiihnerembryonen 
(50 ccm, entspr. etwa 30—40 Embryonen) wurden gleich nach der Entnahme aus 
dem Ei auf 0° gekiihlt, mit dem gleichen Volumen eiskalter 0,9-proz. NaCl-Lésung 
3 Min. im Multimix homogenisiert und 30 Min. bei 5000 U/Min. (2400 g) zentri- 
fugiert. Der graue Riickstand wurde mit dem gleichen Volumen 0,9-proz. NaCl- 
Lésung nochmals in der gleichen Weise homogenisiert und dann zentrifugiert. 

Die Desoxyribonucleoproteide bleiben ungelést. Sie kénnen aus dem Riick- 
stand nach Mirsky und Pollister*® mit l-n. NaCl extrahiert werden. Zu den 


vereinigten Uberstinden wurde 2-n.Essigsiure bis pa 4,3 hinzugefiigt. Nach 
Istdg. Stehenlassen bei 0° wird der Nucleoproteidniederschlag abzentrifugiert 


und 2 mal mit 0,l-m. Acetatpuffer (pH 4,3) gewaschen. Der Niederschlag wird in ' 
75 ecm Wasser aufgenommen und kalte »/10-NaOH unter standigem Riihren bis |— 


pu 6,8 hinzugefiigt. Dabei lést sich die Hauptmenge des Niederschlages. 


Bf) Extraktion mit Phenol: Die Lésung wird im kochenden Wasserbad ; 


schnell auf 60° erwarmt, das gleiche Volumen 90-proz. Phenol (60°) hinzugefiigt 


und 15—20 Minuten bei 60° geriihrt. Die Emulsion wird im Eisbad gekiihlt und | 
dann zentrifugiert (25000 g, 15—20 Minuten). Die obere waBrige Schicht wird |~ 
abgehoben. Die mittlere Gelschicht und die braunliche untere Phenolschicht © 
werden 5 Min. bei 60° mit 100 com Wasser extrahiert. Die vereinigten waBrigen | 


20 KE. R. M. Kay u. A. L. Dounce, J. Amer. chem. Soc. 75, 4041 [1953]. 


a1 A, M. Chrestfield, K.L.Smith u. F.W. Allen, J. biol. Chemistry i 


216, 185 [1955]. 

22 KE. Volkin u. C. E. Carter, J. Amer. chem. Soc. 78, 1516 [1951]. 

23M. G. Sevag, D. B. Lackman u. J.Smolens, J. biol. Chemistry 124, 
425 [1938]. 

24 QO. Westphal, O. Liideritz u. F. Bister, Z. Naturforsch. 7b, 148 [1952]. 

25 O. Westphal, O. Liideritz, E. Eichenberger u. W. Keiderling, Z. 
Naturforsch. 7b, 536 [1952]. 

26 A. E. Mirsky u. A. W. Pollister, J. Gen. Physiol. 30, 117 [1946]. 
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Schichten werden nochmals mit +/, Vol. 90-proz. Phenol extrahiert (2 Min., 60°). 
Zur Entfernung des Phenols wird die etwas triibe waBr. Lésung 3 mal mit 1), Vol. 
Ather geschiittelt, zentrifugiert (5000 U/Min.) und der Ather abgesaugt. 

y) Dialyse und Fallung der Nucleinsaure mit Alkohol: Die waBr. 
Lésung dialysiert man 24Stdn. gegen mehrmals gewechseltes dest. Wasser in 
rotierenden Cellophanschlauchen bei 0° bis +2°. Die dialysierte Lésung wird dann 
im Vak. bei 40° auf etwa 3—4 ccm eingedampft, mit 2-n. Essigsiure auf py 4,5 
eingestellt und eine geringe Triibung abzentrifugiert (25000 g). Nach Zugabe von 
2—3 Vol. 96-proz Alkohol entsteht eine flockige Fallung, die nach mehrstiindigem 
Stehenlassen bei 0° abzentrifugiert wird. Der Niederschlag wird in etwa 2 ccm 
0,1-n. NaCl aufgenommen und mit »/10-NaOH vorsichtig auf pH 6,6—6,8 ein- 
gestellt; falls eine Triibung auftritt, wird diese abzentrifugiert. Der nach dem 
Hinzufiigen von 2—3 Vol. Alkohol (0°) entstehende Niederschlag wird 2mal mit 
75-proz. Alkohol gewaschen, in einem kleinen Volumen Wasser gelést und in 
gefrorenem Zustand getrocknet. Ausb. 40—60 mg. 

6) Lanthansalz der Nucleinsaiure: 100mg Nucleinsiure werden in 
5ccm Wasser gelést und 2 ccm 3-proz. Lanthanacetatlésung hinzugefiigt. Nach 
mehrstiindigem Stehenlassen wurde das gefallte Lanthansalz der Ribonucleinsaure 
abzentrifugiert und mit wenig kaltem Wasser gewaschen. Zur Entfernung des 
Lanthans wurde der Niederschlag dann in 12 ccm einer 0,9-proz. NaCl-Lésung, die 
5% Kaliumoxalat enthielt, aufgenommen und die Suspension 24 Stdn. bei 0° 
geschiittelt. AnschlieBend wurde das schwer lésliche Lanthanoxalat abzentrifugiert, 
der Niederschlag mehrmals mit Wasser gewaschen und die vereinigten Lésungen 
bei 0° 24 Stdn. gegen dest. Wasser d’alysiert. Die dialysierte Losung engte man im 
Vak. bei 35° auf ein kleines Volumen ein, gab 1/;, Vol. 0,5-n. NaCl zu und 
fallte bei 0° mit 3 Vol. Alkohol. Der Niederschlag wurde mit Alkohol gewaschen, 
in Wasser gelést und in gefrorenem Zustand getrocknet. Ausb. 40—50 mg. 

Durch diesen Schritt werden vor allem hochmolekulare Polysaccharide ab- 
getrennt. Die Herstellung des Bariumsalzes ist nach unseren Erfahrungen hierfiir 
weniger geeignet. 

Bei einem Versuch wurde die Extraktion mit Phenol nicht bei 60°, 
sondern bei 20° vorgenommen. Die Verunreinigung durch Proteine 


(s. unten) war dann etwas groéBer. 

Die Abscheidung der mittleren Gelschicht bei der Phenolextraktion 
(s. oben) kann zum Teil dadurch verhindert werden, daB man in dem Ex- 
trakt vor der Zugabe des Phenols Thioharnstoff bis zu einer Konzen- 
tration von 1 Mol// lést. Die Ausbeute wird dadurch etwas verbessert. 

Zum Austesten wurde die Nucleinséure in der eben zur Losung er- 
forderlichen Menge Wasser aufgenommen, mit Alkohol gefallt und im 
Vak. getrocknet. 

Zur Darstellung von Ribonucleinsiure aus Leber wurde 100g 
feingeschnittene Leber mit 300 ccm 0,9-proz. NaCl-Lésung homogeni- 
siert und wie oben beschrieben weiter verarbeitet. 

Phosphorgehalt : 7,59; Stickstoffgehalt : 12,9°%; Verhaltnis N/P 
= 1,72. 

b) Zweites Darstellungsverfabren fiir Ribonucleinsaure 


Die Praparation erfolgte mit kleinen Abweichungen nach Volkin und 
Carter®*, Guanidin-hydrochlorid wurde zu dem Extrakt aus Rinderleber bis zu 
einer Konzentration von 3 Mol/l zugegeben und der po-Wert mit Natronlauge 
auf 6,6 —6,8 eingestellt. Zum Schiitteln mit Chloroform-Octyla]kohol wurde diese 
Fallung nicht in Guanidin-hydrochlorid, sondern in 0,9-proz. NaCl-Lésung auf- 


genommen. 
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2. Eigenschaften der Ribonucleinsaéuren 


a) Protein- und Desoxyribonucleinsauregehalt der nach 
dem Phenolverfahren hergestellten Ribonucleinsaure 

Von den Verunreinigungen, die der Ribonucleinséiure noch an- 
haften, interessiert besonders der Gehalt an Protein und Desoxy- 
ribonucleinsiure. Die Proteine wurden durch die Biuretreaktion be- 
stimmt. Nachweismethoden fiir einzelne Aminosiuren sind z.T.empfind- 
licher. Es ergeben sich jedoch Fehlerméglichkeiten, da die Aminosiaure- 
zusammensetzung der Proteinverunreinigung nicht bekannt ist. Fiir 
den Nachweis sehr kleiner Proteinkonzentrationen war der visuelle 
Vergleich mit Eichlésungen verschiedener Konzentration (mit y-Globulin 
hergestellt) brauchbarer als die spektrophotometrische Bestimmung. 
Es wurde diejenige Konzentration ermittelt, bei der noch eine deutliche 
Violettfirbung erkennbar war (10 mg RNS in 0,2 com Wasser). — Fiir 
die aus Embryonalextrakt nach der Phenolmethode dargestellte RNS 
ergab sich so ein Proteingehalt von 1,0—1,5%. Durch nochmalige 
Extraktion der Nucleinsaéurelésung mit Phenol oder durch Schiitteln 
mit Chloroform-Octylalkohol (9:1) konnte der Proteingehalt auf weniger 
als 0,5°% herabgesetzt werden. 

Die nach dem Phenolverfahren hergestellte Nucleinsiure enthielt 
weniger als 1% Desoxyribonucleiasaure. 


b) Viscositat 

Die Viscositét waBriger Lésungen der Natriumsalze verschiedener 
Ribonucleinséuren wurde mit einem einfachen Ostwald-Viscosimeter be- 
stimmt. Die relative Viscositét von Ribonucleinsdéuren, die aus Rinder- 
leber nach Volkin und Carter”? und nach dem Phenolverfahren her- 





gestellt worden waren, ist gleich. Fiir eine 1-proz. Lésung wurde bei | 
25° rei, = 1,15 gemessen. Die relative Viscositaét von RNS aus Hiihner- | 


embryonen betrug vor der Reinigung iiber das Lanthansalz fir eine 


1-proz. Lésung etwa 4,0, danach 1,6. Der erste, sehr hohe Wert ist wahr- | 


scheinlich durch eine Verunreinigung der Nucleinséiure aus Hihner- 
embryonen mit hochmolekularen Polysacchariden bedingt. Am niedrig- 
sten war die Viscositét einer Hefenucleinsiurelésung (Merck). Die 
relative Viscositat einer 1-proz. Lésung ist 1,03, die einer 3-proz. Lésung 
1,10. Zum Vergleich sei angefiihrt, da eine von Kay und Dounce” 
aus Leber erhaltene RNS in 3-proz. Lésung 7,.), = 2,25 hatte. 


c) Spektrophotometrische Messungen 
Hochmolekulare Ribonucleinsiure zeigt nach Alkalihydrolyse einen 


Anstieg der bei 260 mu gemessenen Extinktionswerte. Die Summe der | 


Spaltprodukte absorbiert in diesem Wellenlingenbereich starker als die 


intakte Nucleinsiure. Das Fehlen dieses Effektes bei Nucleinsaure- | 


Sa Oe, 


Machi com ae eee 


praparaten zeigt also, daB die Nucleinsiure bei der Darstellung abgebaut 7 
worden ist. Es ist aber noch unbestimmt, von welchem Polymerisations- ~ 


grad an dieser Effekt eintritt. 
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Tab. 1. Extinktionskoeffizienten von Ribonucleinséuren bei 254 my* vor und 
nach Alkalihydrolyse. 























ch Isolierungsmethode a = Phenolverfahren bei 60°, b = Phenolverfahren bei 20°, 
c = Verfahren von Volkin und Carter”. 

an- I 

xy- ~ + 

be: é(P) = Reena Beg Grammatome P/Liter; d = Schichtdicke (cm) 

nd- 

5 . P P h 

* Ausgangsmaterial Isolierungs- —- ghd °/, Ansti 

fur methode : °8 

‘lle hydrolyse hydrolyse 

lin [| Hihnerembryonen . . a 7030 9220 31,2 

ng. Hiihnerembryonen. . a 7120 9180 28,9 

she Hiihnerembryonen . . a 7180 9190 28,0 

- Hiihnerembryonen . . b 6550 8130 24,1 

‘Ur @ Kalbsleber .... . a 7560 9780 29,3 

NS Schweineleber . a 7340 9350 27,4 

ige § Rinderleber. . . . . c 7390 8940 21,0 

eln Kalbsleber . ... . c 7100 9010 26,9 

per * Die bei 260 my giiltigen Werte erhilt man aus den gemessenen Werten durch Multiplikation 

mit dem Faktor 1,04. 

elt f Tab. 1 enthalt vor und nach Alkalihydrolyse fiir verschiedene 
_ Nucleinséurepriparate gemessene Extinktionskoeffizienten. Der Ex- 
 tinktionskoeffizient von Ribonucleinsaiure, welche aus Hiihnerembryonen 

ner | nach dem Phenolverfahren gewonnen wurde, steigt im Mittel um 28%, an. 

be. | Messungen anderer Autoren mit verschiedenen Nucleinsdiurepraparaten 

er- ergaben einen ahnlichen Anstieg der Werte?’:?8. Dagegen war die Ex- 

er- tinktion kauflicher Hefenucleinséure (Merck) nach Alkalihydrolyse nur 

bei um 4°% erhoht. 





er- Versuchsbedingungen bei der Alkalihydrolyse: 2,0—3,0 mg RNS-Na 
ine | Wurden in 3 ccm Wasser gelést. 1 ccm dieser Lésung wurde auf 10 ccm aufgefiillt. 
br Zu einem anderen ccm wurde 1 ccm 1-n. NaOH zugegeben, 30 Min. auf 90° erhitzt, 
T | nach dem Abkiihlen mit HCl genau neutralisiert (py 6,5—7,0) und auf 10 ccm 
er- | aufgefiillt. 
ig- | ‘ : 
a Ei 3. Versuche mit Abbauprodukten der Nucleinsaiuren 
ng z AuBer hochmolekularer Ribonucleinséiure haben wir auch die 
e20 | durch Alkalihydrolyse sowie durch Bebriitung mit Ribonuclease gebil- 
deten Abbauprodukte auf ihre Wirksamkeit untersucht. Bei dem ersten 
Verfahren entstehen bekanntlich hauptsichlich Nucleosid-2’- und 
Nucleosid-3'-phosphate, bei dem zweiten auBer Mononucleotiden auch 








en | Oligonucleotide. Da Ribonuclease die Keime schidigt, muBte sie vor 
~ |, dem Austesten wieder entfernt werden. Dies wurde entweder durch 
ef 


| Extraktion des Fermentes aus dem Hydrolysat mit Phenol oder durch 

re- §  —__—_—__ 

wut | 27 B. Magasanik u. E. Chargaff, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
+ 7, 396 [1951]. 

al 28 M. Holden u. N. W. Pirie. Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] <», 

) 317 (1955). 
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Adsorption der Ribonuclease an den Kationenaustauscher Amberlite I 
RC 50 bei py 5,4 erreicht?®. Die Nucleinsiurespaltprodukte werden 
vom Austauscher nicht adsorbiert und k6nnen aus dem Eluat gewonnen 
werden. 

Alkalihydrolyse: 30mg Nucleinsiure wurden in 1 com Wasser gelist, 
mit NaOH auf pq 10 eingestellt und 2 Stdn. auf 50° erwarmt. Die verbrauchte 
Natronlauge wurde dabei laufend ersetzt. Nach mehrstiindigem Stehenlassen bei 
20° wurde neutralisiert und mit Alkohol bei —10° gefallt oder in gefrorenem Zustand 
getrocknet. 

Ribonucleaseabbau: 30 mg Nucleinsiure in 0,6 com Wasser + 0,15 ccm 
Ribonuclease (1 mg/ccm) wurden 12 Stdn. bei 37° bebriitet (pq durch Zugabe von 
NaOH auf 6,5—7,0 eingestellt). Die Lésung wurde dann auf 3 ccm aufgefiillt und 
2mal mit je 1 cem Phenol extrahiert. 

In anderen Versuchen wurde die in gleicher Weise fermentativ abgebaute 
Ribonucleinsiure mit Phosphorsdéure auf py 5,4 eingestellt und zur Entfernung 
der Ribonuclease auf eine Austauschersiule gegeben. Diese enthielt 2 cem Amber- 
lite I RC 50 (200 bis 400 mesh), welches nach der Vorschrift von Hirs?® vor- 
behandelt worden war. Das Eluat wurde auf px 6,5 eingestellt und in gefrorenem 
Zustand getrocknet. 


4. Darstellung von Nucleotiden aus Embryonalextrakt 


9 Tage alte Hiihnerembryonen wurden mit Trichloressigsiure homo- 
genisiert (2] ccm Embryonen + 7cem 20-proz. Trichloressigsaure). 
Nach dem Zentrifugieren wurde die Trichloressigsiure aus der iiber- 


Darstellung von Fraktionen, welche Nucleotide enthalten 


7—9 Tage alte Hiihnerembryonen mit Trichloressigsiure (TCE) homogenisiert 


cy 
| 


r 
Riickstand mit 5% TCE gewaschen 
a 
I ~ 
Riickstand verworfen Lésung - > Lésung mit Ather extrahiert (Kutscher- 
Steudel) i. Vak. auf ein kleines 
_ Volumen eingedampft 


- a 
+ 0,1-n. NaOH — pu 8,4 + 0,l-n. NaOH — pu 6,6—6,8 
+ 1/19 Vol. 50-proz. Bariumacetat + 3 Vol. Alkohol (0°) 
+ 4 Vol. Alkohol (oder lyophilisiert) 
| 
Niederschlag in 0,1-n. HCl gelést Niederschlag 
EN Is. Tab. 2 


| 


Riickstand Loésung+0,1-n.NaOH — pu 8,4 
verworfen | in Wasser gelést 
Niederschlag in der eben erforderl. 

Menge 0,1-n. H,.SO, aufgenommen iabaey te eer <4. 
(iiberschiiss. SO,-Ionen mit Nieder- gelbe Lésung @ 
Ba(OH), entfernt) > px 6,8,dann schlag ver- ' + 5 Vol. Alkohol | 
lyophilisiert worfen (—10°) 


EN 3s. Tab. 2 /EN 2s. Tab. 2 


29 C,H. W. Hirs, Methods in Enzymology I, 120 [New York 1955]. 
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stehenden Lésung durch Extraktion mit Ather entfernt. Die weitere 
Aufarbeitung des siureldslichen Extraktes und die Gewinnung der 
Fraktionen, deren Induktionsfaihigkeit dann getestet wurde, zeigt das 
Schema, S. 138. 

Frakt. EN 1 war in Wasser nicht vollstandig loslich und enthielt 
auBer Nucleotiden auch denaturierte Proteine, wie die positive Biuret- 
reaktion zeigte, sowie Kohlenhydrate. Frakt. EN 3 wurde durch Fallung 
der in Wasser und Alkohol unléslichen Ba-Salze gewonnen. Nach dem 
Ergebnis der papierchromatographischen Versuche enthielt diese Frak- 
tion auBer Adeninnucleotiden auch Uracil- und Guaninnucleotide. 


5. Biologische Wirksamkeit 


Tab. 2 zeigt die Induktionen, welche nach der Implantation von 
Rinderleber, koaguliertem Embryonalextrakt und aus diesen gewonnenen 
Substanzen in Gastrulen von Triton alpestris und von Axolotl ent- 
standen. Die Ribonucleinsaéiuren aus Hiihnerembryonen und aus 
Leber waren nur sehr schwach wirksam. Es wurden nur in geringer 
Zahl kleine, nicht naher bestimmbare Hocker und einige Balancer ge- 
bildet. In keinem Fall wurden Riimpfe oder Schwanze induziert. 

AuBerdem wurden das schwerlésliche Lanthan- und Protaminsalz 
der Ribonucleinsiure ausgetestet. Das Lanthansalz fiihrte bei einer 
Anzahl von Fallen zu Gastrulationsst6rungen. Von 7 zu beurteilenden 
Keimen hatten nur zwei kleine Induktionen ohne erkennbare Organ- 
bildungen. Das Protaminsalz rief dagegen in 45°, der Falle zum Teil 
gréBere Induktionen mit 2 Augenfragmenten und Balancern hervor. 
Um nun festzustellen, ob Protamine induzierend wirken, haben wir 
krist. Eialbumin, welches voéllig unwirksam ist, mit Protaminsulfat 
gefallt. Die Eialbumin-Protaminsulfatverbindung wurde dann in Ga- 
| strulen implantiert. Wie ebenfalls aus Tab. 2 hervorgeht, wurden in 

etwa 20%, der Faille Induktionen gebildet, zwei davon mit Augen- 
' fragmenten. 
a Nachdem sich herausgestellt hatte, daB Ribonucleinsiuren nur 
| wenig wirksam sind, haben wir durch Alkalihydrolyse und durch Ribo- 
| nucleaseabbau erhaltene Spaltprodukte der Nucleinsauren unter- 
sucht. Eine Fraktion, welche durch Abbau von Ribonucleinsaéure mit 
Natronlauge hergestellt worden war, rief in etwa 40°, der Faille mittel- 
groBe bis kleine Induktionen hervor. Wie die positive Biuretreaktion 
zeigte, enthielt diese in Wasser nicht vollstandig lésliche Fraktion aber 
noch eine groBere Menge denaturierter Proteine. Nach Entfernung der 
Proteine ging die Aktivitat fast vollsténdig verloren. 

Aus dem saureléslichen Extrakt von 9 Tage alten Hiihnerembryo- 
nen gewonnene Nucleotide waren ebenfalls fast unwirksam. GroBere 
Induktionen, eine davon mit einem Augenfragment, traten nur bei einer 
Fraktion auf, welche noch denaturierte Proteine enthielt (Frakt. EN 1). 
Nach Entfernung der Proteine ging die Aktivitat ebenso wie bei den 
Nucleinsiureabbauprodukten weitgehend verloren. 
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Tab. 2. Induktionen, welche mit Embryonalextrakt, Rinderleber, Nucleinsiuren, 
Nucleinsaureabbauprodukten und Nucleotiden erzielt: wurden. 











‘ Induk- 
Udo positiv tionen | § 
Getestete Substanzen ssn = oo | Balancer 
S shy a1s)/ai8 
NE , | 2/81/2146 
Zahl % co] 8 | ad 
Embryonalextrakt, koaguliert 74 65 88 | 38) 27] —] 15 2 
Embryonalextrakt, in Agar auf- 
genommen. ........ 25 10 40 }-—|9/1]—- _ 
Rinderleber. . ....... 31 14 45 |—|7|)7]2 2 
RNS aus Rinderleber (Verfahren 
von Volkin und Carter”) in 
PAB econo os sine 76 9 2 j}—-|-|9]-— 3 
RNS aus Embryonalextrakt 
(Phenolverfahren) in Agar. . 77 2 3 }-—|-|2]- -- 
ONNO BPP s: 66 ee ese 19 2 10 }—|J—|2]/- — 
Lanthansalz der Ribonuclein- 
sdure (aus Embryonalextrakt) 7 2 (30) | —|—| 2]— — 
Protaminsalz der Nucleinsaure 
(aus Embryonalextrakt). . . 20 9 45 1/4/)4]2 2 
(3 Gehor- 
; bl. 2) 
Eialbumin + Protaminsulfat . 27 5 19 |—|2]3] 2 — 
(3 Gehér- 
bl. ?) 
RNS aus Embryonalextrakt, 
mit NaOH hydrolysiert . . . 15 6 40 }—|4/)2]-— — 
RNS aus Embryonalextrakt, 
mit NaOH hydrolysiert . . . 23 2 10 }—|1]1]— —~ 
RNS aus Embryonalextrakt, 
.mit RNS-ase hydrolysiert, in 
De Oe ee ee 50 2 4 }—|}2]-—j|—- _ 
Nucleotidfraktionen aus Em- 
bryonalextrakt 
EN 1 (s. Schema) ohne Agar 22 6 27 |}-—|2);4]1 _ 
EN 2 (s. Schema) ohne Agar 80 9 ll |—|—|9]— — 
EN 2 (s. Schema) ohne Agar 21 4 19 }—|—|4]— 1 
EN 3 (s. Schema) ohne Agar . 19 2 Il |}—|]—|2]—- — 
EN 3 (s. Schema) in Agar. . . 12 2 7 |—j—-|2)— _ 




















Besprechung der Ergebnisse 


Nach zwei verschiedenen Verfahren aus Hiihnerembryonen und aus | 











RAE MALE ear 


Leber hergestellte Nucleinsiuren waren als embryonale Induktionsstoffe | 
nur sehr schwach wirksam. Unsere Versuche geben keinen Anhalt dafiir, 
daB die Nucleinséuren den natiirlichen Induktoren “entsprechen. 

Yamada, Takata und Osawa‘® urtersuchten die Wirkung hoch- 
molekularer, nach verschiedenen Verfahren aus Meerschweinchen-Leber 
und -Niere gewonnener Ribonucleinsiuren auf Explantate des prisump- 


30 T. Yamada, K. Takata u. 8S. Osawa, Embryologia 2, 123 [1954]. 
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tiven Ektoderms der friihen Gastrula von T'riton pyrrhogaster. Sie er- 
hielten negative Ergebnisse, wenn sie das Standardkulturmedium mit 
einem py-Wert von 7,2 verwendeten; bei py 7,8 entstanden in 55% 
der Fille unregelmaBige neurale Strukturen. Yamada fiihrte den 
Effekt bei py 7,8 auf eine ,,subcytolytische Wirkung zuriick, da be- 
kanntlich allein schon durch schidigende Einfliisse (Ammoniak, Saéuren) 
das Ektoderm zur Bildu.ig neuraler Differenzierungen veranlaBt werden 
kann. 

Abbauprodukte der Nucleinsiuren und Nucleotide aus Hihner- 
embryonen waren bei unseren Versuchen nur sehr wenig wirksam. Zwei 
Fraktionen, welche die Bildung gréBerer Induktionen mit Augen- 
fragmenten und Balancern veranlaBten, enthielten noch Proteine. Nach 
der Entfernung der Proteine nahm die Wirksamkeit ab. 

Dagegen rief das Protaminsalz der Nucleinsiéure (aus Hihner- 
embryonen gewonnen) in etwa 45% der Falle Induktionen, zum Teil mit 
Augenfragmenten, hervor. Kontrollversuche mit einer Eialbumin- 
Protaminsulfatverbindung zeigten aber, daB auch das verwendete 
Protaminpraparat Induktionen mit Augenfragmenten hervorrief. Der 
Prozentsatz der positiven Fille war allerdings geringer. Doch kann aus 
den bisherigen Versuchen noch nicht geschlossen werden, daB Nuclein- 
siuren die Wirksamkeit von Protaminen verstérken. Welche Kompo- 
nente des elektrophoreti ch nicht einheitlich n Protaminsulfatpraparates 
wirksam war, ist ebenfalls noch unbekannt. 

Durch die bisher. angewendeten schonenden Isolierungsverfahren 
erhailt man nur einen Teil der im Ausgangsmaterial vorhandenen Ribo- 
nucleinsiure. Ein Teil geht bei der Aufarbeitung verloren. Wahrschein- 
lich werden aber auch bestimmte Komponenten der Ribonucleinsaure, 
wie die in den Zellkernen enthaltene Ribonucleinsadure*!, nicht oder nicht 
vollstindig extrahiert. Papierchromatographische Versuche und Sedi- 
mentationsversuche zeigen, daB die isolierten Ribonucleinsiuren meist 
Gemische sind. Auch zeigen verschiedene Praparate Unterschiede in 
der Basenzusammensetzung*?, Es ware denkbar, daB eine im Induktions- 
versuch an sich wirksame Komponente bei einem Darstellungsverfahren 
nicht erfaBt wird, da sie vielleicht fester an ein Protein gebunden ist. 
Doch spricht gegen diese Annahme, daf nach verschiedenen Ver- 
fahren gewonnene Ribonucleinsiuren alle nur sehr wenig wirksam 
waren. AuBerdem ergaben die weiteren Versuche, dai aus Embryonal- 
extrekt Proteinfraktionen mit sehr starker Induktionswirkung gewonnen 
werdea k6.11.€1%, 


Frau R. Lackschewitz danken wir fiir die geschickte Hilfe bei der Aus- 
fiihrung der Versuche. 


31 V.G. Allfrey, A. E. Mirsky u. H. Stern, Advances in Enzymol. 16, 
411 [1955] (dort weitere Literatur). 

3 B. Magasanik, T.e Nuclec Ac'ds I, S. 373 (Academic Press, New York 
1953). 

33 H. Tiedemann u. H. Tiedemann, diese Z. 306, 7 [1956].. 
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Zusammenfassung 


1. Es wird ein Verfahren zur Darstellung von Ribonucleinsiuren 
aus Leber und Hiihnerembryonen unter Verwendung von Phenol be- 
schrieben. Der Proteingehalt der Ribonucleinsiuren betrug 0,5—1,5°%, 
der Desoxyribonucleinséuregehalt war kleiner als 1°%%. Nach Alkali- 
hydrolyse stieg die Extinktion (254 mu) um 28% an. 

2. Nach zwei verschiedenen Verfahren gewonnene Ribonuclein- 
siuren wurden auf ihre Wirksamkeit als embryonale Induktionsstoffe 
an Molch- und Axolotlkeimen untersucht. Es zeigte sich, daB sie nur 
sehr schwach induzierten. 

3. Mit Alkali und mit Ribonuclease hergestellte Abbauprodukte 
der Ribonucleinsiuren sowie aus Hiihnerembryonen erhaltene Nucleo- 
tide waren ebenfalls nur sehr wenig wirksam. 


Summary 


1. A method is described for the preparation of ribonucleic acids 
from liver and chick embryos using phenol. The ribonucleic acids 
contained 0.5—1.5 per cent of protein while the desoxyribonucleic acid 
content was less than 1 per cent. After alkaline hydrolysis the extinction 
at 254 my increased by 28 per cent. 

2. The ribonucleic acids obtained by two different methods were 
examined with respect to their activity as inductors in newt and axolotl 
embryos and found to have only a very weak inductive effect. 


3. Degradation products of the ribonucleic acids obtained with 
alkali and with ribonuclease and nucleotides obtained from chick 
embryos also showed only very slight inductive effect. 
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Der papierchromatographische Nachweis von Pyridoxin 
Pyridoxamin, Nicotinséure und Nicotinséure-amid 
, Von 
Lucius Maiwald und Helmut Maske 
Aus der IJ, Medizinischen Universitatsklinik, Direktor: Professor Dr. Dr. G. Bodechtel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. September 1956) 


Die bisher bekannten Verfahren zum papierchromatographischen 
Nachweis von Pyridoxin, Pyridoxamin und Pyridoxalphosphat' reichen 
fix deren Identifizierung auf dem Papierchromatogramm (PCG) von 
biologischem Material haufig nicht aus, weil der Nachweis durch andere 
Substanzen gestort wird. Andererseits kennt man noch keinen papier- 
chromatographischen Nachweis von Nicotinsiure und Nicotinsaure- 
amid. Es erschien infolgedessen wiinschenswert, einige fiir die genannten 
Substanzen einigermaBen spezifische Nachweisreaktionen zu entwickeln, 
mit deren Hilfe ein sicherer Nachweis auf dem PCG auch dann gefiihrt 
werden kann, wenn weitere fluorescierende Substanzen mit ahnlichen 
Ry-Werten vorhanden sind. 


Nachweis von Pyridoxin und Pyridoxamin 

1. Das’ in Partridge-Gemisch (n-Butanol: Kisessig: Wasser = 4:1:5) ent- 
wickelte Chromatogramm wird nach der Lufttrocknung mit dem tblichen Di- 
azotierungsgemisch (5 ml 0,5-proz. Sulfanilsiure in 1-proz. Salzsiure + 0,i5 ml 
0,5-proz. waBr. Natriumnitritlésung) bespriiht. AnschlieBend wird auf gleiche 
Weise mit Ehrlichs Reagens behandelt (2-proz. Loésung von p-Dimethylamino- 
benzaldehyd in 5-proz. Salzsiure), bis eine gleichmaBige Dunkelgelbfarbung der 
gesamten Papierflache erreicht ist. 5 Min. spater wird mit konz. NH,-Losung be- 
spriiht. Darauf verschwindet der diffuse gelbe Farbton. Alle diazotierbaren Sub- 
stanzen treten intensiv rot gefarbi hervor; Pyridoxin und Pyridoxamin treten als 
braune Farbflecken in Erscheinung. Die beobachtete Farbung ist sehr empfindlich. 
Bis zu 5 y Pyridoxin bzw. Pyridoxamin lassen sich ohne weiteres nachweisen. 
Nach unserer bisherigen Erfahrung zeigen nur die beiden genannten Substanzen 
diese Farbung, welche jedoch auf Grund ihrer verschiedenen Ry-Werte leicht von- 
einander unterscheidbar sind. Pyridoxalphosphat la8t sich nur bis zu einer Konzen- 
tration von etwa 20 y mit dieser Farbung nachweisen und unterscheidet sich eben- 
falls durch seinen Ry-Wert von Pyridoxin und Pyridoxamin. Andere Substanzen, 
die einen Pyridinring enthalten, wie z. B. Pyridoxalsaéure-lacton, Nicotinsiure und 
Nicotinsiure-amid geben mit der beschriebenen Methode keine Farbung. 

2. Das lufttrockene PCG wird mit einer 0,2-proz. war. Lésung von Folins 
Reagens (1.2-naphtochinon-4-sulfonsaures Natrium) und 5 Min. spater mit konz. 
NH,-Lésung bespriiht. Pyridoxin und Pyridoxamin erscheinen als smaragdgriine 
Flecken, Pyridoxalphosphat, Nicotinsiure und Nicotinséure-amid bleiben un- 
gefirbt. Wie Miiting? zeigen konnte, farben sich bei diesem Vorgehen ver- 


1 P. Fasella u. C. Baglioni, Acta Vitaminologica 1, 27 [1956]. 
2 D. Miiting, Naturwissenschaften 39, 303 [1952]. 
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schiedene Aminosauren blau, blaugrau und graubraun. Sie sind jedoch leicht von 
Pyridoxin und Pyridoxamin durch deren leuchtende Farbe zu unterscheiden. 
Mit dieser Farbung lassen sich Mengen von 1 y Pyridoxin bzw. Pyridoxamin noch 
gut nachweisen, wenn eine frisch bereitete Reagens-Lésung verwendet wird. 


Gleichzeitiger Nachweis von Pyridoxin, Nicotinsaiure und 
Nicotinsiureamid 

Die lufttrockenen Chromatogramme werden mit einer 1-proz. Lésung von 
4-Chlor-1.3-dinitro-benzo] in Methanol] und nach 10 Min. mit 3-n. NaOH bespriiht. 
Nicotinsiure-amid zeigt nach dieser Behandlung eine weinrote Farbung, wahrend 
sich Nicotinsiure orangegelb und Pyridoxin hellgelb farben. Die Farbung des 
Nicotinséure-amids verblaBt nach wenigen Stunden, die der Nicotinséure und des 
Pyridoxins nimmt jedoch bei langerem Liegen an Intensitét zu. Die Nachweis- 
grenze fiir Nicotinsaure, Nicotinsaéure-amid und Pyridoxin liegt bei dieser Farbung 
etwas unter 10 y. Sie entspricht in ihrer Empfindlichkeit aber immer noch dem 
Nachweis durch die Fluorescenz fiir das Pyridoxin, waihrend Nicotinsiure und 
Nicotinséiure-amid sich in gréBeren Mengen auch im UV-Licht nur schlecht 
nachweisen lassen. Pyridoxalphosphat zeigt nur in Mengen iiber 30 y nach dem 
angegebenen Verfahren eine uncharakteristische hellgelbe Farbung, die nach 
langerem Liegen verblaBt. Pyridoxamin firbt sich bei diesem Vorgehen iiberhaupt 
nicht an. 


Wir danken der Deutschen Hoffmann-La Roche A. G. fiir die zur Ver- 
fiigung gestellten Testsubstanzen. 


Berichtigung 
Band 803, 1956, Hef; 3—6, S. 153, Abs. 1, 9. Zeile v. u. ties: 
,antimetabolitisch* statt ,,antimetabolytisch* 
ebenda, S. 154, 5. Zeile v. u.: 


Oo, oO, 
»Qoo,* —statt §=— 6 Qa,“ 
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Uber die Umwandlung der 3-Hydroxy-anthranilsaure 
in Chinolinséure und Nicotinsdure im tierischen Organismus II 


Die Isolierung und vorlaufige Charakterisierung 
des primaren Oxydationsproduktes 
der 3-Hydroxy-anthranilsaure ' 
Von 
0. Wiss und G. Bettendorf 


Aus dem Max-Planck-Iustitut fiir Biochemie und dem Physiologisch-Chemischen Institut 
der Universitat Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. April 1956) 


In der I. Mitteilung! dieser Reihe wurde ein Enzym der Sauger- 
leber beschrieben, das, unter Aufnahme von 1 Mol. Sauerstoff pro Mol. 
3-Hydroxy-anthranilsaure, diese bei 0° aufspaltet. Wir vermuten, dab 
dem ersten nachweisbaren Reaktionsprodukt die Struktur des 1-Amino- 
4-formyl-butadien-(1.3)-dicarbonsaure-(1.2) (I) zukommt, daB also eine 
oxydative Ringspaltung der 3-Hydroxy-anthranilsiure stattgefunden 
hat. 

Schweigert und Mitarbeiter? haben als erste die Bildung eines Zwischen- 
produktes bei der enzymatischen Umwandlung von 3-Hydroxy-anthranilsiure in 
Chinolinsiure wahrscheinlich gemacht. Sie haben spektroskopisch ein Abbaupro- 
dukt der 3-Hydroxy-anthranilséure nachgewiesen mit einem Maximum bei 360 mu 
und einer molaren Extinktion von ungefaéhr 10000.und vermuten, daB es sich um 
ein chinonartiges Oxydationsprodukt der 3-Hydroxy-anthranilsiure handelt*. 

Wird die enzymatische Spaltung in der KAlte bei 0° durchgefiihrt, so laBt sich 
das vermutlich aliphatische Spaltprodukt (I) nachweisen, mit Absorptionsmaxima 
bei 275 mu (e = etwa 6000) und bei 360 mu (¢ = etwa 47500). Bei diesem Spalt- 
produkt la8t sich in der Kalte mit 2.4-Dinitrophenylhydrazin die Carbonylgruppe 
nachweisen, und zwar unter Bedingungen, unter denen die Substanz nicht zer- 
setzlich ist 4. 

Im Gegensatz dazu beschreiben Henderson und Mitarbb.', die wie Schwei- 
gert und Mitarbb. die enzymatische Oxydation der 3- Hydroxy. anthranilséure in 
der Warme durchfiihrten, ein Reaktionsprodukt, das mit Carbonylreagenzien nicht 
1 a) Vorlaufige Mitteil. O. Wiss, Z. Naturforsch. 9b, 740 [1954]; V ortrags- 
referate: Angew. Chem. 67, 408, 662 [1955]; Ber. gesamte Biol., Abt. B 172, 173 
[1955]; b) O. Wiss, diese Z. 304, 221 [1956]. 

2 A. H. Bokman u. B.S. Schweigert, Arch. Biochem. Biophysics 33, 270 
[1951]. 

3 Aiko Miyake, A. H. Bokman u. B.S. Schweigert, J. biol. Chemistry 
211, 391 [1954]. 

4 C. L. Long, H.N. Hill, J. M. Weinstock u. L. M. Henderson, J. biol. 
Chemistry 211, 405 [1954]. 
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reagiert, mit nur einem Absorptionsmaximum bei 360 my (¢ = 28300). Erst durch 
Behandlung mit konz. Saure bildet sich ein Derivat mit einer nachweisbaren 
Carbonylgruppe. 

Auf Grund dieser Diskrepanzen scheint es méglich, daB die nachgewiesenen 
Abbauprodukte der 3-Hydroxy-anthranilsiure nicht identisch sind. Es ist zu be. 
denken, daB die verwendeten Rohenzympriparate Enzyme enthalten kénnen, die 
die 3-Hydroxy-anthranilsiure in verschiedener Weise abbauen kénnen (ringspal- 
tende und dehydrierende Enzyme) und da8 diese Enzyme durch Kalte verschieden 
beeinfluBt werden. 

Die Beobachtung von Henderson und Mitarbb. kann auch so interpretiert 
werden, daf das sehr reaktionsfaihige primaire Reaktionsprodukt in der Warme 
unter Verlust der Carbonylfunktion und Anderung der spektralen Eigenschaften 
sehr schnell ein von der Chinolinsiure verschiedenes Reaktionsprodukt bildet. Tat- 
sichlich gelang es in dieser Versuchsanordnung, nur etwa 50% der verschwundenen 
3-Hydroxy-anthranilsaure als Chinolinsiure nachzuweisen. 


CO,H NH, CO,H NH 
OCH-CH:CH-C (-CO,B risa OCH-CH:CH-CH—-C-CO,H 
I I 

CO,H 
OCH-CH:CH-CH-CO-CO,H 
It 


Die Verbindung (I) ist leicht zersetzlich. Es ist anzunehmen, dab 
neben der zur Chinolinsiure fiihrenden RingschluBreaktion! tiber die 
Iminosaure (II) hydrolytisch Ammoniak abgespalten wird und so die 
entsprechende a-Ketosiure (III) entsteht. Vermutlich werden sich 
durch Decarboxylierung weitere Zersetzungsprodukte bilden. 

Bei schonender Aufarbeitung konnte die Verbindung I als 2.4- 
Dinitrophenylhydrazon rein isoliert werden. Andere Carbonylreagenzien, 
wie Dimedon, Semicarbazid, Na,SO,. erwiesen sich zur Isolierung wegen 
der leichten Zersetzbarkeit der Verbindung I als ungeeignet. 2.4- 
Dinitrophenylhydrazone hingegen sind in waBrigem Milieu sehr schlecht 
léslich, deshalb tritt die Kondensation auch bei sehr verdiinnten Lé- 
sungen schon in der Kalte rasch ein. 


NO, CO,H NH, 
\—NH-N:CH-CH:CH-C—C-CO,H 


NO, LV 


Das Dinitrophenylhydrazon erwies sich als unbestindig, was bei 
der geforderten Struktur (IV) zu erwarten ist. Die Reindarstellung 
bereitete deshalb Schwierigkeiten. Bei der Chromatographie an Alu- 
miniumoxyd und auch in der Silicagelsiiule zersetzte sich die Substanz. 
Durch haufiges schnelles Umkristallisieren wurden Praparate erhalten, 
die papierchromatographisch einheitlich waren und ein konstantes UV- 
Absorptionsspektrum ergaben. Das UV-Absorptionsspektrum zeigt 
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zwei Maxima bei 325 mu (¢ = 16300) und bei 405 mu (¢ = 44100), die 
Minima liegen bei 290 mu (¢€ = 7500) und bei 340 mu (¢ = 12200) 
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Abb. 1. UV-Spektrum der Verbindung IV in Athanol. 


Nach Johnson! ist bei 2.4-Dinitrophenylhydrazonen ungesattigter 
Verbindungen die Lage des Hauptmaximums im Absorptionsspektrum 
fir die Anzahl der konjugierten Doppelbildungen charakteristisch. Mit 
Zunahme der Doppelbindungen verschiebt sich das Maximum nach der 
langwelligen Seite. Aus Tabelle 1 ist diese GesetzmaBigkeit ersichtlich : 


Tab. 1. Abhangigkeit der Lage der Maxima der Absorptionsspektren 
von Dinitrophenylhydrazonen von der Anzahl der Doppelbindungen. 








| my | log € 
CRitOnmAlgehigd 65.05 kc 373 4,46 
1.5-Diphenyl-pentadienon-(3) . . . .... 406 4,55 
1.7-Diphenyl-heptatrien-(1.4.6)-on-(3) . . 418 4,57 
1.9-Diphenyl-nonatetraen-(1.3.6.8)-on-(5) . 424 4,61 


Das Dinitrophenylhydrazon der doppelt ungesattigten Verbindung I 
ordnet sich gut in diese GesetzmaBigkeit ein. Das Maximum liegt bei 
405 mu mit log e = 4,64. 


5 A.D. Johnson, J. Amer. chem. Soc. 75, 2720 [1953]. 
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Im IR-Spektrum (Abb. 2) iiberlagern die Banden, welche fiir den 
2.4-Dinitrophenylhydrazin-Anteil charakteristisch sind, zum Teil die 
fiir den Rest des Molekiils typischen. Immerhin ]4Bt sich folgendes aus- 
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sagen: Eine sehr komplexe Bande zwischen 3—4 « deutet auf das Vor- 
liegen von Carboxylgruppen. Bei 5,90 liegt eine mittelstarke Bande. 
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Sie kann einer Carboxylgruppe zu- 
geordnet werden, die in Konjugation 
zu einer Doppe’bildung steht. Die 
intensive Bande bei 6,25 w ist auf 
eine «-Amino-Gruppe zuriickzufih- 
ren, die in der Dipolstruktur vor- 
liegt. Bei 6,7 4 liegt die asymme- 


trische, bei 7,55 w die symmetrische | 


NO,-Schvingung. 

Verbindung I zersetzt sich durch 
Erhitzen in.stark salzsaurem Milieu. 
Das Gemisch der Zersetzungspro- 
dukte gibt mit 2.4-Dinitrophenyl- 
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hydrazin eine Farbreaktion, jedoch | 


konnte durch fraktionierte Kristal- 
lisation kein einheitliches 2.4-Dini- 


trophenylhydrazon der Zersetzungs- | 





Abb. 3. UV-Spektrum eines Zersetzungs- 
produktes der Verb. I als 3.4-Dinitro- 
phenylhydrazon in Athanol. 
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produkte isoliert werden. Erst durch Papierchromatographie wurde 
eine der Komponenten einheitlich abgetrennt, die im Absorptions- 
spektrum bei 365 mu ein Maximum aufweist (Abb. 3). Im Hinblick auf | 
die oben genannte GesetzmiBigkeit iiber die Abhingigkeit der Lage 
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der Maxima von der Anzahl der Doppelbindungen ist es wahrscheinlich, 
daB es sich bei diesem Derivat um eine einfach ungesattigte Verbindung 
handelt, méglicherweise um das 2.4-Dinitrophenylhydrazon der Ver- 
bindung IIT. 

Zur weiteren Sicherung der Struktur wurde versucht, Verbindung I 
durch schonende Hydrierung in eine gesattigte Aminosiure tiber- 
zufiihren. Bei vollstandiger Hydrierung sollte die 1-Amino-5-hydroxy- 
pentan-dicarbonsiure-(1.2) (V) entstehen. 


CO,H NH, 
HOH,C-CH,-CH,-CH-—CH-CO,H V 


Zu diesem Zweck wurde 3-Hydroxy-anthranilsiure bei 0° enzymatisch 
oxydiert und anschlieBend die enteiweiBte Losung katalytisch in Gegen- 


Abb. 4. Ringchromatogramm 
der DNP-Derivate der hy- 
drierten Substanz I. 
Lésungsmittel: Butanol- 
Ammoniak (0,1-proz.) = 1:1. 








wart von Platinoxyd bei 0° hydriert.. Auf dem Papierchromatogramm 
lieB sich eine ninhydrin-positive Substanz mit einem Ry-Wert von 0,7 
nachweisen. Sie fehlte in einem gleichbehandelten Ansatz, der keine 
3-Hydroxy-anthranilsiure enthielt. Zur Isolierung des Reaktionspro- 
duktes wurde nach Sanger® mit Dinitrofluorbenzol umgesetzt. Es 
lieBen sich auf dem Ringchromatogramm 3 Substanzen (A, B, C) nach- 
weisen, die im Vergleichsansatz, dem keine 3-Hydroxy-anthranilsiure 
zugesetzt war, nicht vorhanden waren (Abb. 4). Durch praparative 
zweidimensionale Papierchromatographie lieB sich soviel Substanz auf- 
trennen, da einige mg der Komponenten A und B kristallin gewonnen 
werden konnten. 

Die Substanz A kristallisierte in gelben Nadeln vom Schmp. 159°. 
Das in Abb. 5, Kurve A, wiedergegebene UV-Absorptionsspektrum zeigt 


‘ F. Sanger, Biochem. J. 89, 507 [1945]; 45, 563 [1949]. 
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Abb. 5. UV-Spektrum der Substanzen 
A, B und C in 1-proz. NaHCO,- 
Lésung. 
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das fiir DNP-Derivate von Ami 10. 
verbindungen typische Absorptic as- 
maximum in der Gegend von 35011, 
Im IR-Spektrum (Abb. 6) liegt bei 
3,09 « eine mittelstarke Bande, die 
einer OH-Valenzschwingung zugze- 
ordnet werden kann. Bei 3,5 w fin let 
sich eine starke CH-Valenzschv in. 
gung. Die intensive Bande bei 5,8 
in Verbindung mit der Absorption 
zwischen 7,5—8y und eine schwache 
Bande bei 10,9 weisen auf eine 
oder mehrere Carboxylgruppen hin. 
Aus dem UV- und IR-Spektrum ist 
somit zu schlieBen, daB es sich um 
ein DNP-Derivat einer Aminosiure, 
mdglicherweise der Verbindung Y 
handelt. 

Es ist tiberraschend, daB so- 
wohl bei der Isolierung als Dinitro- 
phenylhydrazon als auch bei der 
Hydrierung Verbindung I nicht voll- 
stindig desaihiniert wird. Vermut- 
lich ist das Molekiil auf Grund der 
durchgehenden Konjugation reso- 
nanzstabilisiert, so daB die Ausbil- 
dung der Iminostruktur IT erschwert 
ist. 

Die Substanz B kristallisiert 
in gelbroten Nadeln. Das UV-Spek- fF 
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trum spricht fiir ein DNP-Derivat einer Aminoverbindung (Abb. 5, 
Kurve B). Das IR-Spektrum zeigt jedoch keine Ahnlichkeit mit dem 
von Substanz A. Es handelt sich vermutlich um ein DNP-Derivat eines 
Zersetzungsproduktes von Verbindung I. 


Substanz C wurde nicht in kristalliner Form gewonnen. Das UV- 
Spektrum der aus dem Papier eluierten Substanz zeigt, daB es sich nicht 
um ein DNP-Derivat einer Aminoverbindung handeln kann, weil das 
typische Maximum fehlt (Abb. 5, Kurve C). 


Beschreibung der Versuche 


1. Enzymatische Oxydation der 3-Hydroxy-anthranilsaure: 3-Hy- 
droxy-anthranilséure wird nur vollstandig gespalten, wenn sie in geringer Konzen- 
tration inkubiert wird. Héhere Konzentrationen des Spaltproduktes scheinen das 
Enzym zu hemmen. 50g Acetontrockenpulver von Schweineleber werden in 1 / 
eiskaltem m/60-Phosphatpuffer, pH 7,4 suspendiert, mit 500 mg 3-Hydroxy- 
anthranilsadure versetzt und bei 0° unter heftigem Turbinieren so lange inkubiert, 
bis die Extinktion einen maximalen Wert erreicht hat. Zur Messung werden 0,05 ml 
auf 5 ml mit Phosphatpuffer verdiinnt. Es wird bei 366 my in 2 cm Schichtdicke 
gemessen. Die Extinktion steigt unter diesen Bedingungen bis etwa 1—1,5. 


2. Isolierung des 2.4-Dinitrophenylhydrazons der Verbindung I: 
Dem Ansatz werden in der Kalte 100 ml 50-proz. Trichloressigsiure zugegeben, 
und das Eiwei8 wird sofort in der Kiihlzentrifuge bei minus 5—10° niedergeschlagen. 
Zum klaren gelben Uberstand werden 200 ml einer mit 2.4-Dinitrophenylhydrazin 
gesittigten 2-n.Salzsi re zugegeben. Das 2.4-Dinitrophenylhydrazon beginnt 
sofort auszufallen. Der Ansatz wird einige Stunden bei 0° stehen gelassen, und an- 
schlieBend wird in der Kaltezentrifuge das Rohkristallisat (etwa 200 mg) abge- 
trennt und mehrmals mit Eiswasser nachgewaschen. Die scharf abzentrifugierte 
Substanz wird in Essigester aufgenommen und durch Filtration von unléslichen 
Anteilen getrennt. Der Extrakt wird i. Vak. unter Vermeidung von Erwarmen 
zur Trockene eingeengt. Durch haufig wiederholtes Umkristallisieren aus Alkohol- 
Wasser oder aus Essigester-Cyclohexan erhalt man etwa 30 mg der einheitlichen 
Verbindung. 

Die Elementaranalysen zeigen bei Paralleluntersuchungen erhebliche Schwan- 
kungen, vor allem der Stickstoffwerte. Wesentlich ist jedoch, daB alle Analysen 
betrachtlich mekr Stickstoff ergeben als 4 Atomen entspricht. Zum Teil erreichen 
sie beinahe den theoretischen Wert fiir 5 Atome. Um Zersetzung méglichst zu ver- 
meiden, miissen die Bedingungen so gewahlt werden, daB die Kristallisation sehr 
rasch eintritt, infolgedessen bilden sich fein kristalline Niederschlage, die Lésungs- 
mitteleinschliisse enthalten. Die leichte Zersetzlichkeit erlaubt es nicht, bei 
hoher Temperatur zu trocknen und so das Lésungsmittel vollstandig zu entfernen. 
Der EinfluB des Lésungsmittels kommt in den Kohlenstoffwerten zum Ausdruck. 
Bei Kristallisation aus Alkohol-Wasser sind sie zu tief, bei Verwendung von Essig- 
ester und Cyclohexan ergeben sich zu hohe Werte. Beim angefiihrten Beispiel 
wurde aus Essigester-Cyclohexan umkristallisiert. 


Gef. C 43,7 H3,4 N18,77 0 34,9 
Ber. C 42,6 H3,0 N19,3 0 35,0 


Zur papierchromatographischen Priifung wird ein Gemisch von 5TIn. Butenol, 
4 Tln. Wasser und 1 T]. Athanol verwendet. Die Bildung von Schwanzen laBt sich 
nicht vermeiden, weil sich offensichtlich auch bei 0° wahrend der Chromatographie 
die Verbindung teilweise zersetzt. 

3. Isolierung eines Zersetzungsproduktes der Verbindung I als 
2.4-Dinitrophenylhydrazon: 3-Hydroxy-anthranilsaure wurde so in- 
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kubiert, wie oben beschrieben. Nach erfolgter EnteiweiBung mit Trichloressig. 
siure wurde das Filtrat 15 Min. auf dem Dampfbad bei 100° gehalten und nech 
Zusatz einer salzsauren Lisung von 2.4-Dinitrophenylhydrazin daraus ein Hydra. 
zon als Rohkristallisat gewonnen. Es wurde in Essigester aufgenommen, die Lésung 
wurde mit verd. Salzsiure und Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet 
und eingeengt. Durch Zusatz von Cyclohexan wurde ein Teil der Hydrazone aus. 
gefallt. Aus dem Gemisch lieB sich durch Papierchromatographie eine gelbe Kompo. 
nente abtrennen. Der Ry-Wert in Butanol, Wasser, Athanol (5:4:1) betragt auf. 
steigend 0,5. Zur Aufnahme des UV-Spektrums wurde die Substanz mit Athanol 
aus dem Papier extrahiert und in der gleichen Lésung gemessen. Es findet sich ein 
Maximum bei 365 my (Abb. 3). 

4. Hydrierung von Verbindung [ und Isolierung der Reaktions. 
produkte als DNP-Derivate: Verbindung [ wurde durch enzymat. Oxydation F 
der 3-Hydroxy-anthranilsaure erhalten (vgl. Absatz 1). Es wurden jedoch 11 En. 
zymlésung und 1 g 3-Hydroxy-anthranilsaure eingesetzt. Zur EnteiweiBung 
wurden 160 ml 50-proz. Trichloressigsiurelésung bei 0° zugegeben und der Nieder-. 
schlag sofort in der Kihlzentrifuge abgetrennt. 

Die Hydrierung erfolgte bei 0 4°, als Katalysator diente Platinoxyd. Nach F 
einigen Stunden war die Wasserstoffaufnahme beendet. Die Lésung wurde an. [ 
schlieBend bei 1 Torr bis zur Trockene eingeengt und der Riickstand in soviel | 
gesitt. Hydrogencarbonatlésung aufgenommen, daB die Lésung alkalisch reagierte. 
Nach Zusatz des doppelten Volumens Athanol, in welchem 10°%, Dinitrofluorbenzol 
gelést waren, wurde 3 Stdn. bei Zimmertemperatur geschiittelt. Die Lésung wurde | 
mit Ather ausgeschiittelt, um iiberschiiss. Reagens zu entfernen, dann wurde an. | 
gesiuert und mit Essigester extrahiert. Die Esterldsung der DNP-Derivate wurde | 
eingedampft und Dinitrophenol, das sich bei der Reaktion als Nebenprodukt bildet, | 
absublimiert. Der Riickstand wurde in Essigester au’genommen und mit gesitt. 
Hydrogencarbonatlésung ausgeschiittelt. Durch Ansitern der Hydrogencarbonat- 
lésung wurden die Sauren freigesetzt und durch erneutes Ausschiitteln wiederin 
Essigester iibergefiihrt ; die Loésung wurde auf ein Volumen von einigen ml eingeengt. | 

Fiir die Ringchromatographie wurde als System Butanol und 0,1-proz. waBr. | 
Ammoniaklésung im Verhialtnis 1:1 gewahlt (Abb. 4). 

Zur praparativen Auftrennung wurde ein zweidimensionales System verwendet. | 
Mit Originalbogen von Schleicher & Schiill (Nr. 2040 B) wurden absteigend zu- 
erst im System Butanol-Ammoniak (siehe oben) und anschlieBend in 1,5 ml Puffer. | 
lésung (0,5 Mol Na,HPO, und 1 Mol NaH,PO,) chromatographiert. Als Testsub- 
stanz wurden Glycin, Serin und Asparaginsaiure mitgefiihrt. Die Substanz A lag 
zwischen Glycin und Serin, die Substanz B wenig unterhalb der Asparaginsaure. | 
Substanz C fand sich als roter Fleck in beiden Dimensionen wenig iiber dem Start- | 
punkt. Die Substanzen A und B wurden mit Carbonatlésung aus dem Papier her- 
ausgelést. Aus Methanol und Wasser erhielt man sehr feinkristalline Niederschlige. 
Aus verd. Ameisensiure oder Essigsiure bildeten sich nach 3—4 Wochen in der 
Kalte schéne Nadeln. Die Ausbeute der reinen Substanz betrug nur wenige mg. 


Herrn Professor Dr. A. Butenandt danken wir fiir sein wohlwollendes Inter- 
esse, Herrn Dr. Biekert fiir die Interpretation der IR-Spektren, Frau Gerber fiir 
technische Hilfe. Die Arbeit wurde aus Mitteln der Emil-Barrell-Stiftung | 
unterstiitzt. j 


Zusammenfassung 


1. Das primare enzymatische Spaltprodukt der 3-Hydroxy-anthra- 
nilsdure wurde als 2.4-Dinitro-phenylhycrazon isoliert. Es wird ihm 
die Struktur der 1-Amino-4-formyl]-butadien-(1.3)-dicarbonsiure-(1.2) 
zugeschrieben. 

2. Nach schonender Hydrierung des primaren enzymatischen 
Spaltproduktes konnten zwei Substanzen als DNP-Derivate in kri- 
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stalliner Form gefaBt werden. Ihre UV-Absorptionsspektren zeigen die 
fir DNP-Aminoverbindungen typischen Merkmale. Das IR-Spektrum 
der Substanz A spricht fiir die Struktur einer DNP-Aminosiure. 


Summary 


1. The primary enzymatic cleavage product of 3-hydroxyanthra- 
| nilic acid has been isolated in the form of the 2.4-dinitrophenylhydrazone. 
| The cleavage product is regarded as 1-amino-4-formyl-1.3-butadien- 
» 1.2-dicarboxylic acid. 

2. Two substances were isolated in the form of crystalline dinitro- 
phenylhydrazones after mild hydrogenation of the primary enzymatic 
cleavage product. The ultra-violet absorption spectra show the typical 
| characteristics associated with dinitrophenylhydrazone-amino com- 
» pounds. The infra-red spectrum of substance A points to a dinitro- 


me : phenylhydrazone-amino acid structure. 
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Ein neues Verfahren 
zur getrennten Bestimmung der éstrogenen Hormone 
auf der Grundlage des Kober-Testes 


Von 
Willibald Pschyrembel und Giinter Halder 


Aus dem Laboratorium der Frauenklinik des Stidtischen Krankenhauses 
im Friedrichshain, Berlin 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Juli 1956) 


Die sichere chemische Bestimmung der (‘strogene im Harn bereitet 
heute noch erhebliche Schwierigkeiten. Haufig werden Nachweis. F 
reaktionen fiir das reine kristalline Follikelhormon oder eines seiner f 
Derivate angegeben und aus deren Brauchbarkeit ohne weiteres auch auf 
die Brauchbarkeit zum Nachweis des Hormons in Harn oder Blut ge- [ 
schlossen!. Dies ist eine unzulissige Vereinfachung des Problems. Es Ff 
existiert bis heute keine fiir den Nachweis der é6strogenen Hormone 
streng spezifische chemische Reaktion. Mehr oder weniger werden auch 
Nichtsteroide erfaBt. Das gilt sowohl von der, physiko-chemischen Ver. 
fahren (Polarographie?, Spektrophotometrie*), wie von den zahlreichen 
kolorimetrischen Methoden*. Das Problem einer sicheren Bestimmung 
dieser Substanzen in den K6rperfliissigkeiten liegt daher nicht in der 
Nachweisreaktion als solcher, sondern in der Darstellung eines genitigend [7 
gereinigten Extraktes, mit dem die Durchfiihrung einer ungestérten | 
Reaktion méglich ist. Dieser Sachverhalt ist erst in jiingster Zeit erkannt 
worden, wie die Arbeiten von Stimmel und Brown) zeigen. Die ¥ 


1 W. Appel, Z. ges. exp. Med. 118, 260 [1952]. 

2 J. Eisenbrand u. H. Picher, diese Z. 260, 83 [1939]; J. K. Wolfe, 
E. B. Hershberg u. L. F. Fieser, J. biol. Chemistry 186, 653 [1940]; E. B. 
Hershberg,J. K. Wolfe u. L. F. Fieser, ebenda 140, 215 [1941]; C. Heusghem, § 
Bull. Soc. Chim. biol. 81, 1114 [1949]; W. Butt u. C. Morris, J. Endocrinology 
7/XII [1950]. 

3 A. Chevallier u. 8S. Manuel, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales Associées 
182, 521 [1939]; B. Bugyi, Z. ges. exp. Med. 101, 14 [1937]. 

4M. J.Schmulovitz u. H. B. Wylie, J. Lab. clin. Med. 21, 210 [1935]; 
G. Pincus, G. Wheeler, G. Young u. P. A. Zahl, J. biol. Chemistry 116, 253 
[1936]; K. Voss, diese Z. 250, 218 [1937]; K. David, Acta brevia neerl. Physiol., 
Microbiol. E. A. 4, 64 [1934]; H. Bierry, u. B. Gouzon, C. R. Séances Soe. Biol. 
Filiales Associées 124, 320 [1937]; J.S. Kleiner, J. biol. Chemistry 138, 783 
{1941]; J. B. Garst, J. F. Nyc, D.M. Maron u. H. B. Friedgood, J. biol. 
Chemistry 186, 119 [1950]; E. P. Haussler, Helv. chim. Acta 17, 531 [1935]; 
C. Bachmann, J. K. Wolfe, E. A. MacLackhan, F. Korush u. A. M. Butler, 
J. biol. Chemistry 181, 455 [1939]; N. B. Talbot, J. biol. Chemistry 134, 319 
[1940]. 

5 Vgl. B. F. Stimmel, J. biol. Chemistry 153, 327 [1944]; B. F. Stimmel, 
Biochem. J. 162, 99 (1946); B. F.Stimmel, Biochem. J. 165, 73 [1946]; J. B. 
Brown, Biochem. J. 60, 185 [1955]. 
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Angabe neuer Farbreaktionen fir das kristalline Ostron, Ostriol oder 
Ostradiol® hat wenig Wert, so lange nicht eine absolut spezifische 
Reaktion aufgefunden wird, die eine wesentliche Vereinfachung des 
vorangehenden Extraktions- und Reinigungsverfahrens erméglicht. 
Die benutzte Farbreaktion ist daher von sekundirer Bedeutung, 
weshalb wir bei unseren Untersuchungen die schon 1931 von Kober’ 
angegebene Umsetzung mit konz. Schwefelsiure in ihrer einfachsten, 


' von Cohen und Bates® angegebenen Modifikation anwandten. Zur 


Extraktion bedienten wir uns der von Cohen und Marrian® aus- 
gearbeiteten Methode, die zudem die getrennte Bestimmung des Ostrons 
und Ostriols erméglicht. 

Von der Feststellung der Relation dieser beiden Hormone zu- 
einander erwarteten wir eine Erweiterung unseres Einblickes z. B. in 


| das Schwangerschaftsgeschehen. Das physiologisch hochaktive Ostradiol 


tritt im Harn nur in geringer Menge (in der Ostronfraktion) auf und 
kann bei der Bestimmung vernachlassigt werden. In seiner urspriing- 
lichen Form ist das Cohensche Verfahren zur Erfassung der Ostron- 
ausscheidung bei nichtgraviden Frauen ungeeignet, wie mehrere hundert 
eigener Analysen zeigten (vgl. Tab. 1). Die Ostronaussscheidung in der 


Tab. 1. Vergleich der biologisch (Allen-Doisy-Test) und chemisch (Cohen- 
Marrian) ermittelten Ostron-Ausscheidungswerte im Menstruationscyclus. 
Mittlere Relation 1:25. 





= ug Ostron Relation 
post po im 24-Stdn.-Urin Biol. Werte 
“| Allen-Test | Kober-Test | Chem. Werte 
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6 M. Rossi, Estratto Annali; Larmos-Padova Fasc. IV/Vol. XII [1950]; 
D. Pontius, Klin. Wschr. 31, 1010 [1953]; D. Pontius, diese Z. 298, 268 [1954]. 

7 §. Kober, Biochem. Z. 289, 209 [1931]. 

8 H. Cohen u. R. W. Bates, J. clin. Endocrin. 7, 701 [1947]. 

® §. L. Cohen u. G. F. Marrian, Biochem. J. 28, 1603 [1954]. 
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Schwangerschaft lieB sich mit einem mittleren Fehler von + 40% e. F fak 
stimmen (Abb. 1). Die Werte nach Cohen-Marrian® sind in cenf ,,, 
Tabellen den nach Allen-Doisy an der kastrierten weiblichen Ratt. F que 
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Abb. 1. Vergleich der chemisch (Cohen-Marrian) (1) und biologisch (Allen-Doisy- ; bent 
Test) (2) ermittelten Ostron-Ausscheidungswerte in der Schwangerschaft [7 sind 
a (24-Stdn.-Urin). > saur 
Coh 
N Men: y Ostron y Ostron Absol. Differenz 
_ . (Allen-Doisy) | (Kober-Rk.) | Differenz in %* 
1 Ill 163 850 687 430 f UA 
2 IV 530 1280 750 140 R 
3 Vv 1690 2250 560 33 - 
4 V 1709 2350 641 38 mt 
5 VI 1048 1836 788 78 ; 
6 VI 1360 1915 555 — 40 
7 VI 1756 2283 547 29 
8 VII 1913 2213 —300 —13 
9 VIII 2280 3090 810 35 
10 VIII 2100 2856 756 36 
11 IX 1320 1710 390 30 
12 X 1440 1980 540 38 

















Mittlerer prozentualer Fehler (ab Mens V): 37%. § 
* In % des biologisch ermittelten Wertes. 


gefundenen gegeniibergestellt. Der Allen-Doisy-Test bewiahrte sich 
uns als Kontrollverfahren bei den nachfolgenden Untersuchungen. 
Nach Aufstellung einer Dosiswirkungskurve (Abb. 2), die von jedem 
Untersucher neu zu ermitteln ist, um die zahlreichen Unsicherheits- 


10 E. Allen u. E. A. Doisy, Amer. med. Ass. 81, 819 [1923]; Ch. Boms- 
kov, Meth. Hormonforschg. 2, 104 [1939]; P. de Jongh u. E. Laqueur, Handb. 
biol. Arbeitsmeth. V/8, S. 1639 (1938). 
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| faktoren, wie Rasse, Ernahrung, Alter und Gewicht der Tiere méglichst 
' auszuschalten™, konnten wir den Hormongehalt der Ostronfraktionen 
| quantitativ ermitteln. Leider gibt es nur wenige Arbeiten, in denen diese 
' wichtigen Kontrollen durchgefiihrt sind!2. — Den Fortschritt der 
_ Reinigung der Hormonextrakte kontrollierten wir durch die Aufnahme 

der Absorptionsspektren der mit Schwefelsiéiure angefirbten Hormon- 

extrakte. Das Absorptionsspektrum der Rotlésungen des kristallinen 
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' Abb. 2. Dosiswirkungskurve zur 
| quantitativen Ostronbestimmung 
nach Allen und Doisy. 
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| Ostrons im Kober-Test zeigt Abb. 3, in die gleichzeitig zwei haufig 
> benutzte Modifikationen der Koberschen Farbreaktion !* aufgenommen 

sind, um zu zeigen, daB die zahlreich angegebenen Zusitze zur Schwefel- 
_ siure14 das Absorptionsspektrum wenig veraindern. Werden die nach 
Cohen gewonnenen Hormonextrakte angefirbt, so resultieren stets 
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Abb. 3. Absorptionsspektren der 





Rotlésungen des Ostrons im Kober- 
Test bei der Modifikation nach 
Cohen-Bates (1), Szego-Samuels (2) 
und Venning (3) 
(nach Cohen und Bates). 
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- 1 Vgl.C. W. Emmens, Med. Res. Come. Spec. Rep. Ser. 234 [London] 
> [1939]. 

2 2. B. W. Dirscherl u. F. Zilliken, Biochem. Z. 319, 407 [1949]. 

18 EK. H. Venning, K. A. Evelyn, E. V. Harkness u. J.S. L. Browne, 
J. biol. Chemistry 120, 225 [1937]; C. M. Szego u. L. T. Samuels, J. biol. Che- 
mistry 151, 587 [1943]. 

4G. F.Cartland, R.K.Meyer, L.C. Miller u. M.H. Rutz, J. biol. 
Chemistry 109, 213, [1955]; A. Chevallier, L. Cornil u. J. Verdollin, Bull. 
Acad. Méd. Paris 114, 171 [1935]; S. Kober, Acta brevia neerl. Physiol. Phar- 
macol. Microbiol. E. A. 8, 103 [1933]; S. Kober, Biochem. J. 82, 357 [1938]; 
M.N. Lapiner u. W. A. Leontowitsch, Russ. Ref. in C. 1988 (X)/920; S. L. 
Cohen u. F. G. Marrian, Nature [London] 185, 1072 [1935]; D. van Stolk 
u.H. Pénau, J. Pharmac. Chim. 24, 249 [1936]; M. Sureau u. P. Grandadam, 
C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 208, 440 [1936]; H. Cohen u. R. W. Bates, 
Handb. d. biol. Arb. Meth. V/B 1021; G. F. Cartland u. R. K. Meyer, J. biol. 
Chemistry 112, 9 [1935]. 
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Abb. 4. Absorptionsspek- 
trum der Rotfarbung von 
Ostron-Harnextrakten in 
der Koberschen Reaktion 
(Extrakt von Nichtgravi- 
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unspezifische Spektren, wie z. B. Abb. 4 zeigt. Es fehlt vor allem das 
charakteristische Absorptionsmaximum bei 500mm. Durch den Einbau 
verschiedener zusatzlicher Reinigungsverfahren gelang es, einen grofen 


nieren. Neben der Vorreinigung des Harns durch Ausschiitteln mit 


Destillation ist dies vor allem die chromatographische Reinigung derf 


bei 500 mu. 
Arbeitsverfahren 

1. Vorreinigung des Harns: Vom gesamten 24-Stdn.-Harn werden) 
600 cem entnommen, mit 10g Aktivkohle (pulv. Merck) versetzt und 10 Min 
mechanisch geschiittelt. Den Einflu8 dieser MaBnahme auf die Absorptions. 
spektren (nachfolgend kurz A.S. genannt) der Harnextrakte nach dem Anfarben 
mit Schwefelsiure zeigt Abb. 5. Durch erschépfende Extraktion von 10 Aktiv. 
kohleriickstanden und Injektion des Konzentrates bei weiblichen kastrierten 
Ratten nach Allen-Doisy wurde sichergestellt, da8 bei diesem Vorgehen kein 
éstrogenes Hormon von der Aktivkohle adsorbiert wird. Der Extrakt zeigte 
dagegen in der Kober-Reaktion intensive, unspezifische Farbungen. 





Ww 





Abb. 5. Absorptionsspektren 
der Rotlésungen (Ostronfrak- 
tion) nach dem Schiitteln des 4 q 
Harnes mit 10 g Aktivkohle. a 
Schiittelzeiten 10, 30, 60 Mi- dene = 

nuten. a 
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Aktivkohle und der Entfernung wasserdampffliichtiger Phenole durch f et 


3x 5 
diese 


alkoholischen Hormonextrakte durch Filtration iiber eine Aluminium} eige 


oxydsiule. Den in der folgenden Vorschrift angegebenen ™engen) 
Konzentrationen, Reaktionszeiten usw. liegen jeweils eingehende quan. 
titative Versuchsreihen zugrunde. Die nach dem vorliegenden Verfahren} 
gewonnenen Hormonextrakte zeigen nach dem Anfairben mit Schwefel.f 
siure das Auftreten des charakteristischen Maximums der Rotfairbung 


Extr: 


> peroy 
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2. Hydrolyse der Hormonester: Nach dem Absaugen des Aktivkohle- 
riickstandes wird der Harn mit konz. Salzsiure auf py 2 angesiuert und durch 





pek- — 2stdg. Sieden unter RiickfluB eine optimale Hydrolyse der Ester erreicht. Langere 
- von Hydrolysezeiten fiihren zu einem raschen Abfall der biologisch ermittelten Ostron- 
nin | sehalte. Ostriol ist nach Cohen’ labiler als Ostron und wird bei saurer Hydrolyse 

. [ schneller abgebaut. Auf die haufig vorgeschlagenen Zusatze wihrend der Hydrolyse 
tion F (Zink, NaHSO, usw.)!* verzichteten wir ebenso, wie auf die Anwendung eines 
zravi-— Autoklaven oder die fermentative Spaltung!”. Stimmel wies darauf hin, daB 


_P reduzierende Zusitze die Reduktion des Ostrons in Ostradiol bewirken kénnen und 
infolyedessen erhéhte Werte im biologischen Test gefunden werden}®. 

3. Entfernung wasserdampffliichtiger Phenole: Der hydrolysierte 
» Harn wird mit NaOH annahernd neutralisiert und mit Essigsiure/Natriumacetat 
' auf pp 5—6 eingestellt. Der so vorbereitete Harn wird mit Wasserdempf destilliert, 











1 das wobei fliichtige Phenole in das Destillat gehen. Es werden etwa 500 cem Destillat 
nbau— gewonnen. Steroidphenole sind nach Dobriner nicht fliichtig!*®. Im Atherextrakt 
‘oBen§ eines Destillates wiesen wir nach Folin kolorimetrisch durchschnittlich 4 mg 
Jimi Phenole nach. 
an 4, Extraktion der freien Hormone: Der erkaltete Harn wird mit 
| MIF 4x 200 cem Athylither ausgeschiittelt; die vereinigten Atherextrakte werden mit 
lurch » 3x50 cem 10-proz. NaHCO ;-Lésung nachgewaschen. Es besteht u. E. kein AnlaB, 
x derf dieses Losungsmittel zu verlassen. Die griindlichen Untersuchungen Mathers? 
tium.|) igen dessen Brauchbarkeit. Die Zumischung anderer Lésungsmittel*! oder 
» Extraktion mit Benzol u. a.*? bietet keinen offensichtlichen Vorteil. Allerdings mu8 
gel.) proxydfreier Ather verwendet werden, da sonst der biologisch ermittelte Hormon- 
juan-F gehalt auf weniger als die Halfte absinken kann. 
ahreny 5. Trennung in Ostron- und Ostriol-Fraktion 
vefel. 5 a) Gewinnung der Ostriolfraktion: Der Totalatherext.akt wird mit 4 50 ccm 
‘bung, ”/10-NaOH ausgeschiittelt, der waBrig-alkalische Extrakt mit 3x 50 ccm Ather 


) gewaschen und der Waschather dem urspriinglichen Totalextrakt zugefiigt. Die 
) waBrig-alkalische Lésung enthalt Ostriol. Den Totalatherextrakt verdampft man 
auf dem Wasserbade zur Trockne und nimmt den Riickstand in 200 ecm Toluol auf. 


verden b) Gewinnung der Ostronfraktion: Der Toluollésung wird das Ostron durch 
O Min.) viermaliges Ausschiitteln mit je 50 cem ”/t-NaOH entzogen. 

a ce) Gewinnung der alkoholischen Hormonextrakte: Die wiaBrig-alkalischen 
‘arben 


Extrakte des Ostrons und Ostriols werden mit 50-proz. Essigsiure schwach an- 
gesiuert (Indikatorpapier), mit je 4x50 ccm Ather extrahiert und die beiden 


riertel} (therextrakte mit je 3x50 ccm Wasser nachgewaschen. Nach dem Verjagen des 
n keiti} {thers wird das Hormon mit heifem, aldehydfreiem 96-proz. Athanol quantitativ 
zeigt in ein MeBkélbchen iibergefiihrt. Die Qualitat des zum Aufnehmen des Trocken- 


riickstandes verwandten Athanols hat deutlichen Finflu8 auf die Farbreaktion, 
wie die folgende Tabelle zeigt: 


Bei Verwendung von gealtert. gewohnl. 96-proz. absol. aldehydfreiem 
96-proz. Athanol 


von 50 v Ostron 
» wiedergefunden 44 50,4 50,0 50,0 


15 §. L. Cohen u. G. F. Marrian, Biochem. J. 29, 1577 [1935]. 

16 §. L. Tompsett, Glasgow Med. J. 31 [4], 139 [1950]. 

 §. Lieberman, B. Mond u. E. Smyles, Recent Progr. in Hormone 
Res. 9, 113 [1954]. 

18 B, F. Stimmel. J. biol. Chemistry 178, 217 [1949]. 

19 K. Dobriner, E. Lavin u. C. P. Rhoads, Cancer Res. 2, 79 [1942]. 

20 A. Mather, J. biol. Chemistry 144, 617 [1942]. 

21H. B. Friedgood, J. B. Garstu. A. J. Haagen-Smit, J. biol. Chemistry 





ia 
p _ 74, 523 [1948]. 


22 §. Kober, Biochem. J. 32,-357 [1938]. 
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6. Chromatographische Reinigung der alkohol]. Hormonextrakte: 
Ein Chromatographierrohr (@ 10mm, Lange 600 mm) wird mit 40 cemAthanol 
beschickt, 30g Aluminiumoxyd nach Brockmann (standardisiert, Merck) 
werden eingeschwemmt. Nach Abnahme eines Vorlaufs von 10 ccm wird der 
Extrakt (etwa 20 ccm) aufgegeben und mit Athanol nachgespiilt, bis unter An. 
wendung eines schwachen Vakuums 50 ccm Durchlauf gesammelt sind; dieser wird 
auf dem Wasserbade eingeengt und auf 25 ccm aufgefiillt. Der Verwendung von 
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Abb. 6. Absorptionsspektren der Rotfarbung von Ostron-Endextrakten nach 
chromatographischer Reinigung in der Kober-Reaktion, a) Nichtgraviden., 
b) Graviden-Harnextrakt. 


Athanol als Lésungsmittel liegen Chromatogramme des Trockenriickstandes von 
etwa 100 alkoholischen Hormonextrakten zugrunde, bei welchen Petrolather, 
Schwefelkohlenstoff, Benzol, Chloroform und Athanol als Lésungsmittel eingesetzt 
wurden. Die einzelnen Fraktionen wurden wiederum durch Aufnahme ihrer Ab- 
sorptionsspektren nach dem Anfarben mit H,SO, charakterisiert. Die Spektren 
zweier Harnextrakte nach chromatographischer Reinigung zeigt Abb. 6. 








: Abb. 7. Absorptionsspektrum 
Astron | | einer Eosinlésung: 8 zg Eosin/ 


ecm 0,005-n. NaOH. 
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7. Kolorimetrie der alkohol. Extrakte (nach Cohen und Bates): 
Man versetzt 0,4 com der alkohol. Hormonlésung unter Kiihlung im Eisbade mit 
2 ccm konz. Schwefelsaure (reinst, Merck), erwirmt anschlieBend 6 Min. in sieden- 
dem Wasserbade und verdiinnt dann unter gleichzeitiger Kiihlung mit 8 ccm | 
25-proz. Schwefelsiure. Die Probe kommt 3 Min. ins siedende Wasserbad und 
anschlieBend 20 Min. in Wasser von 20°. Innerhalb der nachsten 10 Min. wird die 
Farblésung in ein Kolorimeterréhrchen gefiillt und mit Metallinterferenzfilter 
(Durchlassigkeitsmaximum bei 510 mz) gegen Eosinstandardlésung (8 ug Eosin 
pro com 0,005-n. NaOH Absolutabsorption 50°) gemessen. Die Eosinlésung wurde 
auf Grund der Ahnlichkeit ihres Absorptionsspektrums (Abb. 7) mit dem des 
krist. Ostrons gewahlt. 
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8. Die Eichkurven wurden mit den krist. Hormonen Ostron (Schmp. 255°, 
Schering A.-G., Berlin) und Ostriol (Schmp. 280°, Ciba A.-G., Wehr/Baden) 
aufgestellt, und zwar ohne Durchfiihrung des Trennverfahrens (Abb. 8) und nach 
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Abb. 8. Eichkurven des krist. 

Ostrons und Ostriols. Farbinten- 

sitaten der Ostrogene, Ostron (1), 

Ostriol (2) und Ostradiol (3), in 
der Kober-Reaktion. 
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Auftrennung der zuvor vermischten athylalkohol. Lésungen der krist. Hormone 
(Abb. 9). Die Projektion beider Eichkurven aufeinander zeigt die durch den 
Trennungsgang auftretenden Unschiarfen. Fiir unsere Untersuchungen wurden 
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Abb. 9. Eichkurven des Ostrons (A) und des Ostriols (B) ohne (- - -) und mit ( 
vorhergehender Trennung. 


die Eichkurven der Abb. 9 verwandt, die zudem die Anfertigung zweier Spezial- 
skalen erlauben, die die Ablesung des jeweiligen Hormongehaltes direkt in ug 
erméglichen. Es ist natiirlich nicht richtig, zur Bestimmung des Ostrons, Ostriols 
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oder Ostradiols nur eine Eichkurve zu benutzen, wie dies verschiedentlich getan 
wurde?3, 

9. Restfarbebestimmung: Das durch die ReinigungsmaBnahmen er. 
reichte hormonspezifische Absorptionsspektrum bietet an sich die Méglichkeit, 
auf spektrophotometrischem Wege (z. B. durch Messung bei 510 mu und 465 my) 
zu einer Subtraktion der noch vorhandenen unspezifischen Farbung zu kommen, 
Da in der klinischen Praxis nur selten ein Spektrophotometer zur Verfiigung steht, 
verzichteten wir auf diesen Weg. Die chemische Zerstérung des hormonspezi- 
fischen Anteils der Rotfarbung gelang mit 5-proz. Wasserstoffperoxyd. Die Probe 
wird nach Zusatz von 1 ccm Wasser kolorimetriert, eine Parallelprobe nach Zusatz 
von 1 ccm 5-proz. H,O, 3 Min. im siedenden Wasserbade erhitzt. Der nach dem 
Erkalten gemessene ,,Hormongehalt“‘ wird in Abzug gebracht. 


Tab. 2. Wiederauffindungsversuche mit krist. Ostron unter Anwendung der 
Restfarbebestimmung (10-proz. Wasserstoffperoxyd). 





Ostron + 1 ccm 
Ein- Ostron + 1 cem H,O ones BD. 
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Tab. 3. Wiederauffindungsversuche mit kristallinem Ostron unter Anwendung 
der Restfarbebestimmung (5-proz. Wasserstoffperoxyd). 





Ostron + 1 com 


Ostron + 1 ccm H,O 5-proz. H,O, 


Ein- 
gesetzt 


ccm zur m zur} g 
ug Skalen- pe Skalen- 


Kolori- : Kolori- 
Ostron metrie | eile metrie | #0 





funden 
Ostron 


ge 
ug 





42 558 15 
36 930 14 
61 2100 ; 18 
47 6325 8 

Miitlerer prozentualer Fehler: 





























23H. Bénard, Paris méd. 2, 293 [1946]; S. Neukomm, Schweiz. med. 
Wschr. 35, 833 [1951]. 

“4 Vgl. J. Breitner, A. Eichstadter u. C. H. Brilmayer, Klin. Wschr. 
$1, 762 [1953]; Arztl. Forsch. 8, 457 [1954]. 
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Die Leistungsfihigkeit des Verfahrens einschlieBlich der Restfarbebestimmung 
wurde durch die Analyse von 10 Mannerharnen, denen steigende Mengen krist. 
Ostrons zugesetzt wurde, gepriift. Der eingesetzte Ostrongehalt wurde im Konzen- 
trationsbereich von 100 bis 6400 ug pro 600 ccm Harn bei Anwendung von 10-proz. 
H,0, (urspriinglich angewandte Konzentration) zur Restfarbebestimmung mit 
einer Sicherheit von + 11% wiedergefunden (Tab.2). Bei Verwendung von 5-proz. 
H,0, liegt der mittlere Fehler bei + 6%, (Tab. 3). Die Anwendung des Verfahrens 
zur Analyse von Frauenharnen fiihrt zu Hormonausscheidungswerten, die den 
von uns auf biologischem Wege ermittelten entsprechen. 

Nachtrag b. d. Korr. (eingeg. 3. 12. 56): Inzwischen wurde die Leistungs- 
fahigkeit der Methode auch in dem fiir die Analyse von Nichtgravidenharnen be- 
sonders interessierenden Bereich von 0—100 ug Ostron/600 ccm Harn bzw. 
0—200 ug Ostriol/600 cem Harn durch Wiederauffindungsversuche gepriift. Es 
standen uns durch das Entgegenkommen der Schering A.-G. neue Mengen 
Ostriol zur Verfiigung, so da8B Ostron/Ostriol-Gemische eingesetzt und damit die 
Leistungsfahigkeit auch in bezug auf die Ostriolfraktion tiberpriift werden konnte. — 
Der geringe Hormongehalt des verwandten Mannerharnes wurde in diesem Konzen- 
trationsbereich vor Zusatz der Ostron/Ostriol-Gemische bestimmt und in Abzug 
gebracht. Es ergeben sich die Werte der Tab. 4. 


Tab. 4. 





Ostronfraktion 


Ostriolfraktion 





Eingesetzt 
pg Ostron 


Nummer 


Wieder- 
gefunden 
ug Ostron 


0/ 
/0 
Fehler 


Eingesetzt 
ug Ostriol 


Wieder- 
gefunden 
ug Ostriol 


€ 
Fe 


)/ 
/0 


hler 





10 2 26 
20 34 
30 56 
40 76 
50 101 
60 114 
70 146 
80 156 
90 176 
100 105 201 


Mittlerer proz. Fehler: + 26% Mittlerer proz. Fehler: +- 7,5% 
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8 
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Die Absorptionsspektren wurden mit einem Unicam-Spektrophotometer 
(Mod. S. P. 500) aufgenommen. 


Fiir die sorgfaltige und gewissenhafte Ausfiihrung der zahlreichen Unter- 
suchungen sagen wir unseren Mitarbeitern, insbesondere Frl. Edeltraud Kantel- 
hardt und Fri. Gertrud Klemke sowie Frau Gerda Méller unseren Dank. 


Der Schering A.-G., Berlin, sind wir fiir die Uberlassung von reinem Ostron, 
der Ciba A.-G.,Wehr, fiir die Uberlassung von reinem Ostriol zu Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


Auf der Grundlage des Kober-Testes wurde eine fiir ein klin. 
Laboratorium geeignete Methode zur kolorimetrischen Bestimmung der 
Ostrogene entwickelt. Durch besondere Ma8nahmen, insbesondere die 
chromatographische Nachreinigung, gelingt es, Hormonextrakte zu 

1 tg 
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gewinnen, die fiir eine exakte kolorimetrische Bestimmung der Ostrogene 
geeignet sind. Die Methode erlaubt die getrennte Bestimmung des 
Ostrons und des Ostriols mit einer Genauigkeit von + 10%. 


Summary 


A colorimetric method for the estimation of oestrogens which is 
suitable for clinical use has been developed on the basis of the Kober test: 
The method incorporates chromatographic purification which yields 
hormone extracts suitable for exact colorimetric estimation of oestro- 
gens. By means of the method oestrone and oestriol can be estimated 
separately with an accuracy of +- 10 per cent. 
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Uber Proteine und deren Abbauprodukte 


XIII. Mitteil.1: Die carboxylendstandigen 
und die aminoendstandigen Aminosduren der Gelatine 


Von 


Kurt Heyns und Giinter Legler 
Aus dem Chemischen Institut der Universitat Hamburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. August 1956) 


Wir berichteten vor kurzem iiber die Ergebnisse der Untersuchungen 
iiber die freien ¢-Aminogruppen der Lysinbausteine der Gelatine’. 
Wahrend die aminoendstindigen Aminosdiuren (N-Aminoséuren) der 
Gelatine schon mehrfach bestimmt worden sind?, liegen quantitative 
Angaben iiber die carboxylendstaéndigen Aminosauren (C-Aminosauren) 
bisher nicht vor. Ein Erfordernis zu ihrer Bestimmung ergab sich bei 
der Entwicklung einer Methode fiir die Untersuchung des enzymatischen 
Abbaus der Gelatine. Hierfiir ist eine Bestimmung der C-Aminosauren 
von besonderer Bedeutung, da sie Riickschliisse auf die Substratspezifitat 
der verwendeten Enzyme zuliBt. AuBerdem ist eine Kenntnis der 
C-Aminosiuren fiir den Ubergang von Kollagen in Gelatine von Interesse, 
da sich aus den N-Aminosauren allein nicht erkennen lait, ob irgend- 
welche Bindungen im Kollagen bevorzugt gespalten werden. 

Von den in der Literatur beschriebenen Methoden schien die zuerst 
von Akabori vorgeschlagene Hydrazinolyse* am meisten Erfolg zu 
versprechen, bei der durch Erhitzen mit wasserfreiem Hydrazin bis auf 
die carboxylendstandigen alle Aminosiuren zu Hydrazidea umgesetzt 
werden. Sie gestattet im Gegensatz zur Thiohydantoinmethode von 
Schlack und Kum pf? und deren Modifikationen® auch die Bestimmung 
der Iminosiéuren, und es bestehen keine Schwierigkeiten hinsichtlich der 
Verteilung des Proteins im Reaktionsmedium wie bei den Reduktions- 
methoden®. Ein Nachteil ist der relativ starke Angriff auf Asparagin- 
siure und Glutaminsiure (60—70°,) und die weitgehende Zerstérung 
des Arginins, das nur zu etwa 10° als Ornithin wiedergefunden wurde. 


1 XII. Mitteil.: K. Heyns u. G. Wolff, diese Z. 304, 200 [1956]. 

* K.Heyns u. W. Konigsdorf, diese Z. 295, 244 [1953]; A. Courts, 
Biochem, J. 58, 70 [1954]. 

3 §. Akabori, K.Ohno, T.Ikenaka u. A. Nagata, Proc. Imp. Acad. 
[Tokyo] 29, 561 [1953]. 

* P.Schlack u. W. Kumpf, diese Z. 154, 125 [1926]. 

5 H.G. Khorana u. J. Stedman, J. chem. Soc. [London] 1953, 763. 

°C. Fromageot, M.Justisz, D.Meyer u. L. Penasse, C. R. hebd. 
Séances Acad. Sci. 230, 1905 [1950]; W. Grassmann, H. Endres u. H. Steber, 
Z. Naturforsch. 9b, 513 [1954]; W.Grassmann u. Mitarbb., Chem. Ber. 89, 
933 [1956]. 
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Die Korrekturfaktoren fiir die Zerst6drung von Asparaginséure und 
Glutaminsaure sind jedoch gut reproduzierbar. Ein nicht auszuschal- 
tender Fehler kommt allerdings dadurch in die Bestimmung, daB cer 
Grad der Zerstérung etwas von der Bindung abhangig ist. Z. B. wurde 
Asparaginséure nach 6stdg. Erhitzen mit wasserfreiem Hydrazin auf 
100° zu 30+-1%, zuriickerhalten, wihrend aus Benzoyl-alanyl-asparagin- 
siure 40+1,3°, zuriickerhalten wurden. 

Ein besonderes Problem stellte die Abtrennung der bei der Hydra- 
zinolyse gebildeten Hydrazide von den Aminosauren dar. Umsetzungen 
mit einfachen aliphatischen* oder aromatischen’? Aldehyden oder die 
direkte Dinitrophenylierung* der Reaktionsgemische erméglichen nur 
die Abtrennung der Hydrazide von neutralen und basischen Amino- 
siuren. Die Monohydrazide von Asparaginsaiure und Glutaminséure und 
ihre Hydrazone enthalten noch eine Carboxylgruppe und zeigen nach 
dem Dinitrophenylieren ahnliche Léslichkeitseigenschaften, wie die 
Di-DNP-Derivate von Lysin und Ornithin. Wegen ihrer groBen Menge 
(130 mMol/100 g, verglichen mit einer Endgruppensumme von 2—3 
mMol/100 g) st6Bt auch eine chromatographische Abtrennung auf 
Schwierigkeiten. Braunitzer® verwendet p-Nitrobenzaldehyd, dessen 


Derivate schwerer léslich sind und mit dem man die Hauptmenge der | 


Hydrazide so weit ausschalten kann, da sich der Rest papierchromato- 
graphisch gut abtrennen 1aB8t. Da die quantitative Bestimmung der 
C-Aminoséuren tiber die DNP-Derivate vorgenommen werden sollte, 


suchten wir nach einem Aldehyd, dessen Hydrazone auch bei Anwesen- | 
heit von zwei DNP-Gruppen im Molekiil so wenig atherléslich sind, | 


daB sie sich aus saurer Lésung nicht ausschiitteln lassen. Als gut geeignet 
erwies sich schlieBlich das p-Formylphenyl-trimethyl-ammoniumjodid, 
das durch Methylierung von p-Dimethylamino-benzaldehyd leicht zu- 
ganglich ist. 

Die Trennung der DNP-Aminosaduren wurde an gepufferten Kiesel- 
gursaulen (s. Versuchsteil), ihre Bestimmung durch Extinktionsmessung 
bei 358 my in 1-proz. Natriumhydrogencarbonatlésung durchgefihrt. 


Die Identifizierung erfolgte durch Vergleich der relativen Wanderungs- — 


geschwindigkeiten bei Saiulenchromatographie mit bekannten DNP- 
Aminosauren und durch papierchromatographischen Vergleich der aus 
den DNP-Derivaten zuriickgewonnenen Aminosdéuren mit bekannten 
Aminosiuren. Fir die Abspaltung des DNP-Restes, die nach dem 
Verfahren von Mills? und Lowther!® in manchen Fallen nur mit 
schlechten Ausbeuten verliuft, erwies sich wasserfreies Hydrazin als 
gut geeignet. Dabei betragen die Ausbeuten bei den meisten Amino- 


siuren 60—80%, bei DNP-Asparaginsiure und -Glutaminsaure etwa ~ 


40%. Aus DNP-Arginin entsteht Ornithin. 


7 G. Braunitzer, Z. Naturforsch. 9b, 675 [1954]. 
8 G. Braunitzer, Chem. Ber. 88, 2025 [1955]. 

® G. L. Mills, Nature [London] 165, 60 [1953]. 

° A.G. Lowther, ebenda 167, 767 [1953]. 
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nd | Um die vollstandige Erfassung der C-Aminosiauren zu kontrollieren, 
al- — wurden noch die N-Aminoséuren nach der DNP-Methode! bestimmt. 
ler 4 Die Umsetzung mit Dinitrofluorbenzol (DNFB) wurde in 67-proz. 
de —  Alkohol vorgenommen, nachdem an Kontrollgemischen reiner Amino- 
uf — sauren festgestellt worden war, daB in rein waBrigen Lésungen Serin, 
in- Asparaginsdéure und Lysin nicht quantitativ reagierten (Versuchs- 

| bedingungen: 20 Stdn. bei 23—25° in 4-proz. NaHCO,-Lésung mit 
ra- | iiberschiissigem DNFB kraftig gerihrt). Bei Vergleichsmessungen an 
en | Gelatine wurden in waBriger Lésung fiir Asparaginsiure und Serin um 
lie — 25°, niedrigere Werte gefunden als in alkoholischer Lésung. Bei den 
ur |} ibrigen Aminosiuren war die Ubereinstimmung gut. Da die DNP- 
10- |  Derivate von Prolin und Hydroxyprolin wahrend der Hydrolyse zer- 
nd | stért werden, wurde ihre Bestimmung iiber die Phenylthiohydantoine!” 
ch | vorgenommen. Diese wurden durch Erhitzen mit konz. Salzsiure sowie 
lie | mit Hydrazin wieder in die Aminoséuren umgewandelt. In beiden Fallen 
ige | konnte nach papierchromatographischer Trennung und Einspriihen mit 
3 | Isatin nach Barollier!® und Mitarbb. Prolin sicher nachgewiesen 
uf |) werden. Hydroxyprolin, das sich auf diese Weise nicht ganz so gut 


en | : nachweisen ]éBt, wurde nicht gefunden. Ein Kontrollversuch ergab, daB 




















ler | die Nachweisgrenze bei etwa 0,05 mMol/100 g liegt. Zur quantitativen 
to- |, Bestimmung wurden die Flecke des Prolins mit Athylenglykol-mono- 
ler methylaither eluiert und die Extinktion bei 560 mu gemessen. Die 
te, | Menge des endstandigen Prolins ergab sich auf Grund der gleichzeitig 
en. | 
id, | Tab. 1. Carboxyl- und aminoendstandige Aminosauren der Gelatine in mMol/100 g 
net F wasser- und aschefreier Substanz. 
id, 
n- | C-Aminosiuren | N-Aminoséuren 
el. | eee ole Pa te Ge 0,68 1,32 
—_ a 0,13 0,19 
ing aMIEEIS ity Sete Sanat «le 0,03 0,05 
rt. Leucin 
eT Teoleucin } ice 6 ge aig 0,03 0,15 
?P : Phenylalanin. ....... 0,04 0,10 
= RRR a fe, eee Sn5p niger by ay 0,17 0,35 
VUS | Direonw. iss 6 OS 0,13 0,12 
ten Asparaginsiure ....... 0,39 0,21 
em Glutaminsiure ....... 0,40 0,16 
t Li Se Ger inact ea oe _ (0,04) 
mo ES eee ore 0,13 0,07 
als 7 Hydroxyprolin ....... 0,1 — 
0- 
” Summe | 207 | 2,76 
wa eee, 
KE. Abderhalden u. P. Blumberg, diese Z. 65, 318 [1910]; F. Sanger, 
Biochem. J. 39, 507 [1945]; R. R. Porter u. F. Sanger, ebenda 42, 287 [1948]. 
2 E. Abderhalden u. H. Brockmann, Biochem. Z. 225, 386 [1930]; 
> P.Edman, Acta chem. scand. 4, 238 [1950]; H. u. J. Fraenkel-Conrat, ebenda 
> 5, 1409 [1951]. 





13 J. Barollier, J. Heilmann u. E. Watzke, diese Z. 804, 21 [1956]. 
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chromatographierten abgestuften Prolinmengen sowie der Ausbeute bei 
der gleichzeitig mitgefiihrten bekannten Menge Prolin-Thiohydantoin. 

Die Ergebnisse der Bestimmungen zeigt Tab. 1. Die Reproduzier- 
barkeit der Werte fiir die N-Aminosiuren betrug etwa 5%, fiir die in 
Mengen unter 0,1 mMol/100 g gefundenen 10°. Bei den C-Aminosauren 
betrug die Reproduzierbarkeit des Glycinwertes 5%, bei den meisten 
anderen Aminosiuren 10°, und bei den unter 0,1 mMol/100g vor. 
liegenden 15—20 %. Der Wert fiir aminoendstandiges Lysin ist ge. 
schitzt, da diese Zone nach Abspaltung des DNP-Restes neben Lysin 
noch eine unbekannte, ebenfalls mit Ninhydrin reagierende Verbindung 
lieferte. Der Wert des carboxylendstiindigen Valins schlieBt eine geringe 
Menge Methionin ein. Bei der Bestimmung der C-Aminosauren wurden 
auBer den angegebenen DNP-Aminosiuren noch zwei Zonen gefunden, 
die sich nicht sicher identifizieren lieBen und deren Menge etwa 10—15%, 
der Summe der C-Aminosiuren ausmachte (geschatzt auf Grund der 
Extinktion bei 358 my). Bei der einen, sehr schwachen Zone, handelt es 
sich wahrscheinlich um DNP-Methioninsulfoxyd, das bei der Hydrazin- 
behandlung aus Methionin gebildet wird. Die andere, die bei der Tren- 
nung der weniger polaren DNP-Aminosiuren fast mit der Front lief, 
besteht wahrscheinlich aus DNP-Derivaten von Zersetzungsprodukten 
der Hydrazinspaltung. 

DaB die Summe der C-Aminosiuren deutlich niedriger ist als die der 


N-Aminosauren ist wahrscheinlich auf eine unvollstandige Abspaltung — 


bei der Hydrazinolyse zuriickzufiihren, wenn auch Unsicherheiten in 
den Korrekturfaktoren oder die Anwesenheit von carboxylendstandigem 
Arginin eine Rolle spielen mégen. Unter den Versuchsbedingungen 
(9 Stdn. bei 100°) werden nicht alle Peptidbindungen gespalten. Das 
geht aus den Versuchen mit Glycyl-valyl-glycin hervor, bei denen nach 


6 Stdn. Hydrazinolyse nur 47°, des carboxylendstindigen Glycins ab- © 
gespalten wurden. Bei der GréBe der Korrekturfaktoren fiir die empfind- 


licheren Aminosauren diirfte es jedoch wenig aussichtsreich sein, die 
Bedingungen durch TemperaturerhOhung oder Verlangerung der Re- 
aktionszeit zu verschirfen. Dies wiirde die Korrekturfaktoren noch 
unsicherer machen. 

Um festzustellen, ob bei der Bildung der Gelatine aus Kollagen 
irgendwelche Peptidbindungen bevorzugt gespalten werden, muB man 


die fiir die endstandigen Aminosiuren gefundenen Werte durch die ~ 


Haufigkeit der betreffenden Aminosiuren dividieren. Die so erhaltenen 


relativen Werte sind in Tab. 2 aufgefiihrt. Fiir die Zusammensetzung ~ 
der Gelatine sind die von Eastoe™ fiir Knochengelatine angegebenen 


Werte zugrunde gelegt. 


Eine Betrachtung der erhaltenen Werte zeigt, daB sich die relativen ~ 
Anteile an C-Aminosauren in drei Gruppen gliedern, die in engem Zu- © 
sammenhang mit der chemischen Konstitution der Seitenkette stehen. 7 


14 J. E. Eastoe, Biochem. J. 61, 589 [1955]. 
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Tab. 2. Aminoséurezusammensetzung der Gelatine und Relativwerte 
der endstandigen Aminosauren. 
I: g Aminosaurerest/100 g Reingelatine, II: mMol Aminosiure/100 g Reingelatine, 
II: mMol C-Aminosaure- 10°/Gesamtgehalt in mMol, IV: mMol N-Aminosiure -103/ 








Gesamtgehalt in mMol. 

















Pie teat RAIA 


gg 15 R. Hirohata u. Mitarbb., diese Z. 295, 368 [1953]; J. I. Harris, R. D. 
» Cole u. N. G. Pon, Biochem. J. 62, 154 [1956]. 








































I II Ill IV 
MOI, ee ge 20,66 363 1,9 3,6 
eth 28) he 9,01 126 s  | 1,5 
RMS ANS A gdh oat 2,35 23,7 1 2,1 
Leucin 
a } bfiline, 4,30 38 1 3,9 
Methionin. ..... 0,55 4,2 (1—2) ~ 
Phenylalanin ... . 2,22 15,1 2 6,1 
TOYOKIN: | 0 ws és 0,21 1,3 — a 
WM <5. dr Giese (651 %s--% 3,09 35,5 4,8 9,9 
Threonin...... 2,00 19,8 6,5 6,1 
Asparaginsiure .. . 5,79 50,5 TT 4,2 
Glutaminséure. ... 10,00 78,6 6,1 2,1 
pels. Taman aos. fete 3,82 19,9 — (2) 
NUN a) 162) 7 5 aS: I 8,07 51,9 (—) — 
B® Bistidin.0. . . 0,62 4,5 (—) : 
\ Hydroxylysin.... 0,68 4,7 = = 
= Groen. 2 wishes ome 13,07 134 1,0 0,5 
Hydroxyprolin. ... 11,48 101 1,5 _ 
Summe | 97,9 | 1082 9 | 


Von den Aminoséuren mit unpolarer Seitenkette einschlieBlich der 
Iminoséuren treten nur 1—2°/,, am Carboxylende auf, von den sauren 
Aminoséuren und den /-Hydroxyaminosiuren 5—8°/,), wahrend die 
basischen Aminoséuren praktisch nicht vorkommen. Allerdings wird 
\ die letzte Gruppe eindeutig nur durch Lysin reprisentiert, da sich 
\ Arginin‘ und Histidin nicht zuverlissig bestimmen lieBen. Auffallig 
gegentiber den Messungen an Dipeptiden’® ist der geringe EinfluB der 
unpolaren Seitenketten im Vergleich zu den polaren. DaB der. bei Di- 
peptiden festgestellte sterische Einflu8 der Seitenketten fiir die inneren 
| Peptidbindungen bei groBen Peptiden stark zuricktritt, wurde auch 
im Rahmen anderersUntersuchungen von Heyns und Griitzmacher!® 
festgestellt. 

Die Relativwerte der N-Aminosduren sind wenig charakteristisch. 
Auffallig ist der hohe Wert fiir Phenylalanin. Da das Ausgangsmaterial 
(Hornzapfen und Stirnknochen) vor der Uberfiihrung in Gelatine mit 
Sdure behandelt wird, 1éBt sich der Wert fiir Serin durch die groBe 
Siéureempfindlichkeit seiner Peptidbindungen infolge Oxazolidinbil- 
dug!’ erklaren. 








16 K. Heyns u. H. Griitzmacher, unveroffentlicht. 
1? P, Desnuelle u. A.Casal, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 2, 
) 64 [1948]; D. F. Elliot, Biochem. J. 50, 542 [1952]. 
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Beschreibung der Versuche 


Als Untersuchungsmaterial diente eine spezielle Gelatine der Deutschen 
Gelatine-Fabriken, Géppingen, aus Hornzapfen und Stirnknochen. Zur 
Bestimmung der C-Aminosauren wurde sie in Wasser gelést und gefriergetrocknet, 
um das Lésen in Hydrazin zu erleichtern. Die Gelatine wurde vor der Bestimmung 
nochmals 24 Stdn. bei Raumtemperatur und 0,5 Torr iiber P,O, getrocknet, um 
den Feuchtigkeitsgehalt auf etwa 1°, zu erniedrigen. Bestimmungen an luft- 
trockenen Praparaten mit 15%, Feuchtigkeit hatten Werte ergeben, die um etwa 
35% hdher lagen als die fiir besonders getrocknete Gelatine. 

0,2—0,3 g der Gelatine wurden mit 2 ml wasserfreiem Hydrazin (Schmp, 
1,0—1,5°, dargestellt aus 80-proz. Hydrazinhydrat durch zweimalige Destillation 
im Stickstoffstrom iiber Natriumhydroxyd) 9 Stdn. auf 100° erhitzt. Das Hydrazin 
wurde tiber Schwefelsiure entfernt, der Riickstand in 15 ml Wasser aufgenommen 
und mit 12g p-Formylphenyl]-trimethyl-ammoniumjodid (dargestellt 
durch Erhitzen von p-Dimethylaminobenzaldehyd mit Methyljodid auf 60° im 
EinschluBrohr?*) versetzt. Mit 1-n. HCl wurde auf py 4,0—4,3 eingestellt (Messung 


mit Glaselektrode). Dabei farbte sich die Lésung schwach gelb, und nach 5—10 Min. — 


begannen heligelbe Kristalle auszufallen. Diese wurden nach 1 Stde. abgesaugt, 
die Lésung mit 1 g NaHCO,, 1,2 ml DNFB und dem doppelten Volumen absol. 
Alkohol versetzt und 5 Stdn. bei 25° kraftig geriiart. Die Lésung farbte sich 

dunkelbraun, und an Kolbenwand und Riihrer schied sich ein schwarzer Nieder- 
schlag ab. Der Alkohol wurde durch Einengen im Vak. entfernt, der dabei aus. 


fallende Niederschlag abfiltriert und das Filtrat nach dem Ansauern mit Ather fi ; 


ausgeschiittelt. Aus der ather. Lésung wurden die DN P-Aminosauren in 1-proz. | 


NaHCO,-Lésung aufgenommen und nach dem Ansiuern wieder mit Ather aus. | 
geschiittelt. Die Atherlésung wurde zur Trockene eingedampft, die Hauptmenge | 
des Dinitrophenols durch Sublimation bei 1 Torr und 70° entfernt und der Riick- | L 


stand chromatographiert. 
Die Trennung der DNP-Aminosauren erfolgte durch Verteilungs. | 


chromatographie an gepufferten Kieselgursiulen mit Celite 535 als Trager der” 


stationiren Phase}. Die erste Siule, gepuffert mit 1-m. KH,PO, und Chloroform. | 


Ather (4:1) als beweglicher Phase, erméglicht die Trennung der DNP-Derivate von e 
Glycin, Threonin, Serin, Asparaginsiure, Glutaminséure und Hydroxyprolin. Die © 
anderen DNP-Derivate wandern mit der Front und werden auf die zweite Siule | 
aufgetragen, die mit 0,2-m. Phosphatpuffer, pu 7,5, gepuffert ist. Als bewegliche | 
Phase dient Chloroform-n-Propanol (9:1). Hier werden die DNP-Derivate von | 
Lysin, Valin, Prolin und Alanin direkt getrennt. DNP-Leucin und -Phenylalanin | 
wandern zusammen, lassen sich aber gut an Silicagel nach Green und Kay” | 


trennen. Zur quantitativen Bestimmung wurden die einzelnen Zonen nacheinander 
eluiert, nach Eindampfen zur Trockene in 1-proz. NaHCO,-Lésung aufgenommen 


und die Extinktion im Spektralphotometer Zeiss-Opton M4Q bei 358 my ge- — 


messen. 
Zur Identifizierung und Priifung auf Reinheit wurden die NaHCO, 


Lésungen der einzelnen Zonen nach der Extinktionsmessung angesiuert und dit 
DNP-Aminosauren mit 2 ml Essigester ausgeschiittelt. Die Essigesterlésungen — 











wurden in kleinen Schalen aus abgesprengten Reagenzglasern zur Trockene ein- ~ 
gedampft und der Riickstand mit 3—4 Tropfen wasserfreiem Hydrazin in einem ~ 
Wageglas 1 Stde. auf 70—80° erhitzt. Nach Extfernung des Hydrazins iiber ~ 
Schwefelsiure wurde der Riickstand in 1 Tropfen Wasser gelést und papier. © 


chromatographisch untersucht. Zum Vergleich wurden die entsprechenden reinen | 
Aminosiuren mitchromatographiert. Die Chromatographie erfolgte absteigend auf ~ 


Schleicher & Schiill- Papier 2043b mit »-Butanol-Kisessig-Wasser (9: 1:2) oder © 


Pyridin-Isoamylalkohol-Wasser (7:7:6). 


18 A. Tailbourne u. J. W. Woodley, J. chem. Soc. [London] 1926, 3241. 
19 J.C. Perrone, Nature [London] 167, 513 [1951]. 
20 F.C. Green u. L. M. Kay, Analytic. Chem. 24, 726 [1952]. 
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Die Bestimmung der VN-Aminosauren wurde wie folgt vorgenommen: 
0,2—0,3 g Gelatine wurden in Wasser | Stde. vorgequollen und durch Erwarmen 
auf 45° gelést. Die Wassermenge wurde so gewahlt, daB die Konzentration unter 
0,8°%, blieb, da sonst auf Zusatz des Alkohols ein Teil der Gelatine ausfiel und die 
Reaktion nicht vollstandig verlief. Dann wurden 1 g NaHCO,, 0,5 ml DNF B und 
das doppelte Volumen absol. Alkohols zugesetzt und 5 Stdn. bei 23—25° kraftig 
geriihrt. Nach etwa 1 Stde. begann ein Teil der DN P-Gelatine auszufallen. Der 
Alkohol wurde im Vak. entfernt und der Riickstand dreimal mit dem gleichen 
Volumen Ather ausgeschiittelt, um die Hauptmenge DNFB zu entfernen. Die 
dabei gebildete Emulsion wurde durch Zentrifugieren getrennt. Auf eine voll- 
standige Entfernung des DNFB, die durch die Ausbildung einer stabilen gallertigen 
Schicht zwischen waBriger und atherischer Lésung sehr erschwert wird, wurde 
verzichtet, da in saurer Lésung keine Reaktion zwischen DNFB und Aminosauren 
eintritt. Geléster Ather wurde im Vak. entfernt und durch Zugabe von konz. 
Salzsiure oder Einleiten von Chlorwasserstoff eine Saurekonzentration von 5,7-n. 
eingestellt. Dann wurde 8 Stdn. unter Riickflu8 hydrolysiert. Dabei werden zwar 
nicht alle Peptidbindungen gespalten, jedoch ist die Abspaltung der DNP-Amino- 
siuren praktisch vollstandig, wie ein Kontrollversuch, bei dem nach Ausschiitteln 
der DNP-Aminosauren noch weitere 16 Stdn. hydrolysiert wurde, zeigte. Die 
DNP-Aminosaduren wurden mit Ather ausgeschiittelt, in NaHCO,-Lésung 
aufgenommen und wie oben bestimmt. 


Zur Bestimmung des aminoendstandigen Prolins wurden 0,3—0,4 g 
Gelatine nach Fraenkel-Conrat}*®*! in Pyridin-Wasser (1:1) bei px 8,5—9,0 
(Glaselektrode) mit Phenylisothiocyanat umgesetzt. Beim Ausschiitteln des 
iiberschiissigen Phenylisothiocyanates mit Benzol konnte durch Zusatz von Harn- 
stoff (0,5 g/ml) die Bildung einer benzolhaltigen gallertigen Schicht zwischen 
Benzol und Wasser unterdriickt werden. Der Ringschlu8 zum Phenylthiohydantoin 
wurde in 3-n. HCl durch 18—20 stdg. Stehenlassen bei Raumtemperatur vorge- 
nommen. Die Thiohydantoine wurden mit Essigester ausgeschiittelt und nach 
Eindampfen zur Trockene 6 Stdn. mit wasserfreiem Hydrazin auf 100° erhitzt. — 
Gleichzeitig mit der Hydrazinspaltung der Phenylthiohydantoine aus der Gelatine 
wurde diese mit einer bekannten Menge des Prolinthiohydantoins durch- 
gefiihrt. Die dabei gebildeten Hydrazide wurden nach _Entfernung des Hydrazins 
iiber Schwefelsiure durch 8—10 stdg. Erhitzen mit 5,7-n. HCl auf 105° hydroly- 
siert. Nach Eindampfen zur Trockene wurde der Riickstand in 1 ml absol. Alkohol, 
dem 1 Tropfen konz. Salzséure zugesetzt war, aufgenommen. Dabei blieb Hydra- 
ziniumchlorid, das in gréBerer Menge bei der Chromatographie gestért hatte, 
weitgehend ungelést zuriick. Um eine Veresterung zu vermeiden, wurden 0,5 ml 
Wasser zugegeben und zur Trockene gebracht. 

Ein aliquoter Teil des Riickstandes wurde, zusammen mit der Kontroll- 
bestimmung und einer abgestuften Reihe von 5—50 y Prolin, auf Schleicher & 
Schill-Papier 2043b und Butanol-Eisessig-Wasser (9:1:2) chromatographiert. 
Dann wurde nach Barollier! mit Isatin angefirbt, die blauen Flecken des 
Prolins ausgeschnitten, mit 3 ml Athylenglykol-monomethylather 30 Min. bei 50° 
extrahiert und die Extinktion bei 560 mu gemessen. Da der Farbstoffallmahlich 
verblaBt, muB die Messung méglichst innerhalb '/, Stde. nach der Extraktion vor- 
genommen werden. Zwei Bestimmungen ergaben 0,065 und 0,081 mMol Prolin 
in 100 g Reingelatine. Die Ausbeute bei der Hydrazinspaltung des Prolin-Pheny]- 
thiohydantoins betrug etwa 50%. 

' "lH. Fraenkel-Conrat u. J. I. Harris, J. Amer. chem. Soc. 76, 6058 
1945]. 





172 Uber Proteine und deren Abbauprodukte XIII Bad. 306 (1957) 


Zusammenfassung 


Die carboxylendstandigen Aminosiuren der Gelatine wurden unter 
Anwendung der Hydrazinmethode ermittelt. Hierzu wurde ein Verfahren 


entwickelt, bei dem die Hydrazide aller Aminosaiuren durch Umsetzung 


mit p-Formyl-phenyl-trimethylammoniumjodid von den carboxyl. 
endstandigen Aminoséuren, nach weiterer Umsetzung mit Dinitro. 
fluorbenzol, abgetrennt werden. 

Die Berechnung der relativen Anteile an carboxylendstandigen 
Aminosauren zeigt ein Uberwiegen der sauren Aminosdéuren und der 
£-Hydroxyaminosauren gegeniiber den unpolar substituierten Amino. 
séuren und den Iminosaéuren um etwa das Vierfache, wahrend die 
basischen Aminosauren offenbar iiberhaupt nicht vertreten sind (vgl. 
Tab. 2). 

Vergleichsweise erfolgte die Bestimmung der aminoendstindigen 
Aminosauren der Gelatine, bei der nunmehr auch ein2 bisher nicht 
beobachtete geringe Anzahl von Prolinbausteinen nachgewiesen werden 
konnte. 


Summary 


The C-terminal amino acids of gelatin have been determined by ; 


means of hydrazinolysis. A procedure was developed for the separation 
of the hydrazides of all the amino acids from the C-terminal amino 
acids by treatment with p-formylphenyltrimethylammonium iodide 
followed by treatment with dinitrofluorobenzene. The proportion of 
acidic amino acids and f-hydroxy amino acids in the C-terminal amino 


acids was found to be approximately four times that of the non-polar | 


substituted amino acids and the imino acids while basic acids were 
absent (cf. table 2). As a comparison the N-terminal amino acids of 
gelatin were also determined and a small proportion of proline units 
hitherto undetected shown to be present. 
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Vereinfachtes Verfahren 


zur Isolierung von Neuraminsaure als Methoxy- 
neuraminsdure mit Hilfe von Ionenaustauschern 
Von 
Friedrich Weygand und Helmut Rinno 


Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Universitét Berlin-Charlottenburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. September 1956) 


Bei der Isolierung von Neuraminsdéure in Form von Methoxy- 
neuraminsadure, z. B. aus Submaxillarismucin, wird meist mit metha- 
nolischer Salzsiiure ein Hydrolysat hergestellt, aus dem nach Verseifung 
der wohl zum gréBten Teil als Ester vorliegenden Verbindung eine 
groBere Zah] von EiweiBspaltprodukten, ferner Zucker und Zersetzungs- 
produkte abzutrennen sind. Im wesentlichen wurde dazu bisher nach 
einer von Klenk und Lauenstein! angegebenen Methode verfahren. 
Diese Arbeitsweise wurde durch Einschaltung einer Verteilungschro- 
matographie abgekiirzt? und zur Trennung anderer EiweifShydrolysate 
modifiziert®. 

Zur Trennung auch komplizierter Aminosiuregemische wurden in 
den letzten Jahren Ionenaustauscher erfolgreich verwandt. Mehrere 


; Autoren haben zur analytischen und praparativen Trennung Arbeits- 
Fs 
_ Ionenaustauschern die Isolierung von Methoxy-neuraminsiure sehr ver- 
_ einfachen 1aBt. 


ginge angegeben‘. Es zeigte sich nun, daB sich durch Verwendung von 


Das Submaxillarismucin, das sich aus etwa 17,5% Zucker, zahl- 


_ reichen Aminosdéuren und 10—11% Neuraminsiure aufbaut', wird im 
_ Autoklaven mit methanolischer Salzsiure gespalten. Bis hierher wird 
' nach den Klenkschen Angaben verfahren. Nun erfolgt die Verseifung 


des bei der Spaltung entstandenen Methoxy-neuraminsiure-methy]l- 


| esters durch Erhitzen mit waBrigem Ammoniak. Die Lésung wird 


_ filtriert und dann zur Entfernung des gréBten Teiles der Chlorionen 


_ iiber eine ausreichend groBe (s. Versuchsteil) Saule von Dowex 2 x10 


' (OH°-Form) gegeben. Methoxy-neuraminsiure und die anderen Amino- 


1 E. Klenk u. K. Lauenstein, diese Z. 291, 147 [1952]; s. auch 288, 216 
[1951] u. 268, 50 [1941]. 
no * E. Klenk, H. Faillard, F. Weygand u. H. H. Schone, diese Z. 804, 35 

1956]. 

3 P. Bohm u. L. Baumeister, diese Z. 800, 153 [1955]. 

‘ S. Moore u. W.H. Stein, J. biol. Chemistry 211, 893 [1954]; C. H. W. 
Hirs, S.Moore u. W.H.Stein, J. Amer. chem. Soc. 76, 6063 [1954]; S. M. 
Partridge, Biochem. J. 44, 521 [1949]; S.M. Partridge u. R.C. Brimley, 
ebenda 51, 628 [1952]. 
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siuren werden zuerst auch gebunden, bleiben aber nicht auf dem Aus. 
tauscher haften, da sie von nachfolgenden Chlor- und Hydroxylionen 
wieder verdrangt werden. Im Exsiccator wird das Ammoniak iiber 
konz. Schwefelsiure entfernt. 

Die Abtrennung der Methoxy-neuraminséure wurde nun sowohl mit dem 
stark basischen Anionenaustauscher Dowex 2 10 als auch mit den stark sauren 
Kationenaustauschern Dowex 504 und Dowex 508 versucht. Die Isolierung 
der Methoxy-neuraminsaure aus einem Gemisch mit anderen Aminosaduren unter 
Verwendung des basischen Austauschers Lewatit M1 B ist bereits beschrieben 
worden®, Die Verwendung eines schwach basischen oder schwach sauren Aus- 
tauschers erfordert jedoch die vorhergehende Entfernung der Zucker und aller 
Salze, was nur auf umstandliche Weise méglich ist. Wir haben daher die oben er- 
wahnten Austauscher benutzt, wobei sich die Kationenaustauscher als giinstiger 
erwiesen. 

In Vorversuchen wurde das nach den Angaben im vorigen Abschnitt 
hergestellte, verseifte und von Chlorionen weitgehend befreite Hydro. 
lysat auf eine Siule von Dowex 50 gegeben, worauf mit Wasser nach- 
gewaschen wurde. Die ablaufende Lésung wurde fraktionsweise auf- 
gefangen und papierchromatographisch untersucht. Die ersten Frak- 
tionen reagierten sauer, waren aber frei von ninhydrinpositiven Sub- 
stanzen.’ Als die ablaufende Losung neutral reagierte, wurden die auf 
dem Austauscher haftenden Aminosiuren durch Aufgabe von 0,15-n. 
Ammoniak verdrangt. Dabei trat Methoxy-neuraminsiure als erste 
Aminosiaure aus, sie lief zunichst in einigen Fraktionen rein, dann mit 
2—3 Aminoséuren zusammen ab. Dann erst folgte die Hauptmenge der 
anderen Aminosauren. Die Trennung war mit Dowex 50 x4 besser als 
mit dem stirker vernetzten Dowex 50 x8. Bei den Versuchen machten 
wir die Beobachtung, daB Methoxy-neuraminsiure bereits in geringer 


Konzentration in einigen Fraktionen enthalten war, bevor sie dann in f 
etwa der Konzentration ablief, die der des Verdrangungsmittels ent- f 
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sprach. Dies d-utete darauf hin, da sie schon mit Wasser allein eluier- F) i 


bar ist. Wir konnten das durch entsprechende Versuche bestitigen. 


Man kann also Methoxy-neuraminsiure im Gegensatz zu den f_ 


anderen im Hydrolysat von Submaxillarismucin enthaltenen Amino- 


sduren relativ leicht mit Wasser von dem Kationenaustauscher Dowex 


50 x4 eluieren. Das Eluat enthilt dabei etwa 0,5—0,1% Methoxy- 
neuraminsaure. Erst in den letzten Fraktionen ist eine andere Amino- 


siure in geringer Konzentration enthalten. Wegen der auf diese Weise | 
leicht zu erreichenden groBen Reinheit wurde die Elution mit Wasser | 
beibehalten. Nach dem Eindampfen und Versetzen mit Alkohol kri- | 


stallisiert die Verbindung sofort. 

Da zuniachst Bedenken bestanden, die Methoxy-neuraminsaéure wegen ihrer 
Saureempfindlichkeit auf einen stark sauren Kationenaustauscher in der H®-Form 
zu geben, wurde eine kleine Saiule von Dowex 504 mit etwas reiner Methoxy- 
neuraminsaure beladen. Nach einem Tag wurde mit Wasser eluiert und die Lésung 
a aaa Als Riickstand hinterblieben 98,6°% der eingesetzten Menge in krist. 

orm. 


5 KE. Klenk u. H. Faillard, diese Z. 298, 230 [1954]. 
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Isolierung von Neuraminsaure 


Die leichte und vollstandige Eluierbarkeit der Methoxy-neuramin- 
siure von Dowex 50 x 4 diirfte auch ihre Isolierung aus anderen Quellen 
wesentlich erleichtern. Es ist anzunehmen, da es auf diesem Wege 
immer moglich sein wird, die Methoxy-neuraminséure in einem Ar- 
beitsgang von dem gr6Bten Teil der iibrigen Hydrolyseprodukte oder 
Begleitstoffe abzutrennen. 


Beschreibung der Versuche 


60 g Rindersubmaxillarismucin® wurden mit 1200 ccm frisch bereiteter 5-proz. 
methanol. Salzsiure 3 Stdn. im Autoklaven auf 105—110° erhitzt. Auf eine Vor- 
spaltung mit 2-proz. methanol. Salzsiure* wurde wegen der Einfachheit der Tren- 
nung verzichtet. Durch Zentrifugieren wurde ein Riickstand abgetrennt, der mit 
Methanol gewaschen wurde. Die Lésungen wurden i. Vak. eingeengt. Nun ver- 
setzte man den erhaltenen Sirup zur Verseifung mit 2-n. Ammoniak (etwa 200 ccm 
bis zur Neutralisation + 50 ccm Uberschu8) und notierte die zur Neutralisation 
erforderliche Menge. Durch 2stdg. Erhitzen auf dem siedenden Wasserbad wurde 
die Verseifung vollzogen, nach 1 Stde. gab man nochmals 50 cem 2-n. Ammoniak 
zu. Ein Bunsenventil verhinderte das Eindringen von Kohlendioxyd. Sodann 


' wurde abgesaugt, der Filterkuchen mit heiBem Wasser gewaschen, erneut abge- 


saugt und nachgewaschen. In der Reihenfolge Filtrat, Auszug und Waschwasser 


' wurden die Lésungen auf eine Saule von Dowex 2 x 10 (Hydroxyl-Form) gegeben. 
' Ziel dieser Operation war es, 80—90° der Chlorionen zu entfernen. Die dazu er- 
 forderliche Kapazitat der Saule ergibt sich aus der zur Neutralisation notwendigen 
' Menge Ammoniak (s. oben), aus der ungefahr auf die Menge der Chlorionen ge- 


—— 


schlossen werden kann. Im vorliegenden Fall waren 250 cem Dowex 2x 10, 20 
_ bis 50 mesh/inch, ausreichend. Nachdem die Lésungen aufgegeben worden waren, 
_ wurde zunachst mit etwas Wasser und dann zur Ablésung evtl. noch gebundener 


Methoxy-neuraminsaure mit 0,1-n. HCl nachgewaschen, bis die ablaufende Lésung 
sauer reagierte. Die in Fraktionen aufgefangenen Eluate wurden durch Tiipfeln 
mit Silbernitrat auf Chlorionen gepriift und danach in zwei Teile geschieden: 
Fraktion A, die den iiberwiegenden Teil an Methoxy-neuraminsiaure enthielt, aber 
frei von Chlorid war und stark ammoniakalisch reagierte, und Fraktion B, die 
noch chloridhaltig war. Aus beiden Fraktionen wurde das Ammoniak im Exsiccator 


a iiber konz. Schwefelsaure entfernt. 
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Auf eine Saéule von 400 com Dowex 50 x 4, 20—50 mesh/inch, in der H®-Form 


_ wurden nacheinander gegeben: Frakt. B, 300 cem Wasser, sodann Frakt. A’. Da- 


nach wurde mit Wasser eluiert. Das Eluat wurde in Fraktionen von 250 ccm auf- 
gefangen und papierchromatographisch untersucht. Stromungsgeschwindigkeit bis 
Frakt.8 250 cem/Stde., danach 400—500 cem/Stde. 


Frakt. 1— 5: Reaktion sauer, Farbe braun, keine ninhydrinpositiven Verbin- 
dungen enthaltend. 








6 Von Herrn Prof. E. Klenk, K6ln, erhalten, wofiir wir bestens danken. 
? Durch diese Reihenfolge wird erreicht, daB die Lésung in der Saule nur 


_ wihrend der kurzen Zeit sauer ist, in der sich erst ein kleiner Teil der Methoxy- 


neuraminsdure auf dem Austauscher befindet. In diesem Stadium steht noch die 


+ ganze Kapazitat der Saule zur Verfiigung, wodurch die vollstandige Bindung der 
> Methoxy-neuraminsaiure und der Aminosauren auch in dem an sich ungiinstigen 


pu-Bereich gesichert ist. Verluste an Methoxy-neuraminsiure werden somit weit- 
gehend ausgeschlossen. Die Verwendung eines wesentlich feinkérnigeren Aus- 
tauschers, wodurch man bei gleicher Kapazitaét mit kleineren Saulen auskame, ist 


> hier unzweckma8ig, da dann durch Bestandteile des Hydrolysates, die auf dem 


; | Austauscher ausfallen, die Saule haufig verstopft wird. 
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Frakt. 6—16: Reaktion neutral, Farbe braun, bei den spateren Fraktionen sich 
immer mehr aufhellend, keine ninhydrinpositiven Substanzen. 
17—38: Reaktion neutral, farblos, enthalt Methoxy-neuraminsaure. 
39—45: Reaktion neutral, farblos, enthalt Methoxy-neuraminsaure und 
eine andere Aminosaure (Ry 0,12 [n-Butanol-Essigsiure-Wasser, 
4:1:1 vol.]). 
46ff.: keine Methoxy-neuraminsaure mehr. 


Die Fraktionen 17—45 wurden i. Vak. auf 50 ccm eingeengt, worauf durch 
Zugabe von etwa 300 ccm Athanol die Methoxy-neuraminsaure gefallt und zur 
volistandigen Kristallisation in den Eisschrank gestellt wurde. Nach einigen Tagen 
wurde abgesaugt, in 50 com Wasser gelést und zur Entfarbung durch eine Saule 
mit 5 cem Aluminiumoxyd nach Brockmann filtriert. 

Aus der nunmehr vollkommen klaren Lsg. wurde die Methoxy-neuraminsiure Au 
erneut zur Kristallisation gebracht, und schlieBlich wurde sie noch aus Wasser 
umkristallisiert. Sie enthielt keinerlei andere ninhydrinpositive Substanzen mehr. 
Ausb. 3,4—4,0 g. 

Die Mutterlaugen wurden bei nachfolgenden Darstellungen nach Entfernung F jpop 
des Alkohols mit auf die Dowex 50x 4-Siule gegeben. 

Auf die angegebene Weise wurden aus 360 g Submaxillarismucin 23 g krist, 
Methoxy-neuraminsaure erhalten. Dies entspricht bei einem Gehalt des Mucins F wer 

















von 10% Neuraminsaure einer Ausbeute von 64-Gew.%. Rea 
new 

Zusammenfassung verk 

Methoxy-neuraminsiure ]é8t sich von dem Kationenaustauscher |) “8° 
Dowex 50 <4 mit Wasser eluieren. Basierend auf dieser Beobachtung 
wird ein vereinfachtes Verfahren zur Isolierung aus Submaxillaris.| Per) 
mucin beschrieben. 360 g des Mucins lieferten 23 g Methoxy-neuramin. (| Oxo 
sdure. { der 
Summary Hi ND 

A simplified method is described for the isolation of methoxy. : inde: 
neuraminic acid from submaxillary mucin. The method utilizes the |” gebe 
fact that the acid can be eluated by water from the cation exchanger |) bind 
Dowex 50 x4. A yield of 23 g of methoxyneuraminic acid is obtained | lasse 
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Abbau der 
Methoxy-neuraminsaure um zwei CHOH-Gruppen 


(Kurze Mitteilung) 
Von 
Friedrich Weygand und Helmut Rinno 
Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Universitit Berlin-Charlottenburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. November 1956) 


N-Trifluoracetyl-methoxy-neuraminsaure verbraucht ohne 
nennenswerte Weiteroxydation schnell 2 Moll. Natriumperjodat, wobei 
zwei C-Atome in Form von Ameisensiure und Formaldehyd abgespalten 
werden!. Es lag daher der Gedanke nahe, diese iibersichtlich verlaufende 

» Reaktion zur endgiiltigen Festlegung der Summenformel der Methoxy- 
neuraminsaéure zu verwenden, da die Analyse des um zwei C-Atome 










* 


' gebene Methodik angewandt wurde?. Die Eigenschaften der neuen Ver- 





 verkiirzten Spaltproduktes eindeutig eine bestimmte Summenformel 
» ergeben sollte. 

Wir haben daher N-Trifluoracetyl-methoxy-neuraminsiure mit 
\ Perjodat oxydiert und sodann das Abbauprodukt, das nunmehr eine 


‘ ~ Oxo-Funktion tragt, mit Lithiumborhydrid reduziert. LaBt man bei 


" der Reduktion die Lésung alkalisch werden, so wird gleichzeitig der 


4 
H N-Trifluoracetylrest abgespalten. 


Es gelang leicht, die neue Verbindung in krist. Form zu erhalten, 
indem die zur Isolierung von Methoxy-neuraminsiure kirzlich ange- 





» bindung sowie der in allen Stufen iibersichtliche Verlauf des Abbaus 
lassen keinen Zweifel daran, daB sie die um zwei CHOH-Gruppen ver- 


| kiirzte Methoxy-neuraminsiiure — nachstehend ,,Methoxy-neuramin- 
') siure-2 CHOH“ genannt — darstellt. Die Elementaranalyse der mehr- 
| fach umkristallisierten Verbindung ergab nach dem Trocknen bei 


» 60—70° i. Hochvak. folgende Werte: C 43,45%, H 6,87%, N 6,16%%, 
C 43,38%, H 7,07%, N 6,22 und 6,15%4. Dies entspricht eindeutig der 
Summenformel C,H,;0,N, ber. C 43,43%, H 6,83%, N 6,29%; Mol.-Gew. 


+) ber. 221, gef. 225 -- 7 durch Leitfihigkeitstitration in Trifluoressigsdure 


/ mit Perchlorséure in Trifluoressigsiure (G. Kresze u. V. Schmidt, 


_) unveroffentlicht). 


Nach den bisher veréffentlichten zahlreichen Analysenergebnissen 


) standen fiir Methoxy-neuraminsaure selbst die beiden Summenformeln 





1 KE. Klenk, H. Faillard, F. Weygand u. H. H. Schone, diese Z. 304, 35 


{1956}. 


* F. Weygand u. H. Rinno, diese Z. 306, 173 [1957], vorstehend. 
3 Dr. F. Fischer, Knoll A.-G., Ludwigshafen a. Rhein. 
4 Dr. U. Faass, Techn. Universitat Berlin-Charlottenburg. 
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C,,H,,0,N und C, 9H,,0,N zur Diskussion® *. Danach hatte der ,,Me. 
thoxy-neuraminséure—2 CHOH“ auch die Formel C,H,,0,N, ber, 
C 43,038%, H6,82%, N5,54% zukommen k6énnen. Mit der Sicher. 
stellung der Formel C,H, ,0,N ist der Beweis erbracht, daB der Methoxy. 
neuraminsdure selbst die Summenformel C,H,,0,N +2 CHOH = 
C,9H,,0,N zukommt. 

Damit ist der auf der friiher fiir richtig gehaltenen Summenforme] 
C,,H,,O,N basierende, zur Diskussion gestellte Strukturvorschlag fir 
Methoxy-neuraminsaure hinfallig. 


Beschreibung der Versuche 


0,452 g N-Trifluoracetyl-methoxy-neuraminsaure! (1,2 mMol) wur. 
den in 60 cem Wasser gelést und mit 26,4 ccm 0,1-n. NaJO, versetzt (2,4 mMol + 
10°, UberschuB). Man hielt die Lésung 2 Stdn. bei Zimmertemperatur im Dunkeln 
und reduzierte dann den Perjodatiiberschu8 durch Zugabe von 0,5 mMol Glykol. 
Die papierchromatographische Untersuchung der Loésung ergab beim Entwickeln 
mit Ninhydrin erwartungsgemai8 keinen Fleck (Aminogruppe noch durch den 
N-Trifluoracetylrest blockiert), beim Entwickeln mit Anilinphthalat zwei Flecken: 
Ry 0,7 und Ry 0,04 (Jodat) (n-Butanol-Essigsiure-Wasser, 4:1:1 vol.). Durch Zu- 
gabe von 0,1-n. NaHCO, wurde der py Wert auf 5—6 gebracht, woraufi. Vak. auf 
10 ccm eingeengt wurde. Nun wurde genau auf py7 gebracht und mit so viel 
Athanol versetzt, daB der Alkoholgehalt 80° erreichte. Das vorhandene Jodat 
und die Oxo-Funktion des Abbauproduktes wurden nun durch Zugabe von 
4,5 mMol Lithiumborhydrid reduziert. Das Reaktionsgemisch wurde tiber Nacht 
bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Dabei wurde die Lésung alkalisch, wodurch 
der N-Trifluoracetylrest abgespalten wurde. Nach Filtration und Eindampfen 
i. Vak. wurde mit verd. Salzsiure schwach angesaéuert und zur Zerstérung ev. 
noch vorhandenen Lithiumborhydrids kurze Zeit auf 40° erwarmt. 

Zur Isolierung von ,,Methoxy-neuraminsiure — 2 CHOH“ wurde die wabr. 


Lésung auf eine kleine Saule gegeben, die 20 cem Ionenaustauscher Dowex 504 F 


(200—400 mesh/inch) in der H® Form enthielt. Zum Nachwaschen und zur Elution 
diente lediglich dest. Wasser. Die ersten Fraktionen reagierten sauer und waren 


frei von ninhydrinpositiven Substanzen. Danach lief reines Wasser ab. Erst als F 


800 com Wasser aufgegeben worden waren, enthielt das Eluat 2 ninhydrinpositive 
Verbindungen: Ry 0,20, Hauptbestandteil, Farbtest orange und Rg 0,12—0,13, 
schwach, Farbtest violett (n-Butanol-Essigsiure-Wasser, 4:1:1 vol.). Beim Ent- 
wickeln mit Anilinphthalat war kein Fleck zu erkennen, ein Zeichen, daB die Oxo- 
Funktion nicht mehr vorhanden war. Die diese Verbindungen enthaltenden Frak- 
tionen wurden i. Vak. auf 0,5 ccm eingeengt und mit abs. Alkohol versetzt. Nach 
dem Anreiben fielen im Eisschrank reichlich Kristalle aus, die schwach gelb ge- 
farbt waren. Ausb. 183 mg. Die Verbindung wurde 6 mal aus wenig Wasser durch 
Zugabe von viel Alkohol umkristallisiert. Farblose Kristalle, Ausb. 145 mg (54% 
d. Th.), Schmp. unter Zers. iiber 200°. Ry-Werte: 0,2 (n-Butanol-Essigsaure-W asser, 
4:1:1 vol.) und 0,49 (wassergesiattigtes Phenol). 

Beim Erwarmen mit Mineralsiuren zersetzt sich Methoxy-neuraminsaure 
etwas schneller als ,,Methoxy-neuraminsiure — 2 CHOH“. 


Farbreaktionen in Lésung: Methoxy- ,,Methoxy- 

neuraminsaure neuraminsdure — 2 CHOH“ 
Bialsches Reagens 60° violett graugriin 
Ehrlichsches Reagens 60° dunkelrot dunkelrot 


5 Vgl. die Zusammenstellung und Mittelbildung aus allen Werten der Literatur, 
die C,,H,,O,N ergeben hatte, 1. c.1. 

6 H. Blix, E. Lindberg, L. Odin u. I. Werner, Acta Soc. Med. Upsaliensis | 
61, Nr. 1—2, 1 [1956]. | 
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Beim Entwickeln von Chromatogrammen war dagegen mit Bialschem Reagens 
kein Farbunterschied zwischen beiden Verbindungen zu erkennen. 

Zur Analyse wurde die kristallwasserhaltige Verbindung i. Hochvak. bei 
60—70° tiber P,O; bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Danach war die Verbin- 
dung hygroskopisch. 


Zusammenfassung 


Durch Oxydation von N-Trifluoracetyl-neuraminsiure mit Per- 
jodat und Reduktion des Abbauproduktes mit Lithiumborhydrid wurde 
eine Methoxy-Saéure C,H,,0,N erhalten. Hierdurch ist fiir die Methoxy- 
neuraminsdure die Formel C,yH,,0,N sichergestellt. 


Summary 


Oxidation of N-trifluoroacetyl-methoxyneuraminic acid with perio- 
date followed by reduction of the degradation product with lithium 
borohydride yields a methoxy acid, C,H,;0,N. The formula, C,,H,,0,N, 
for methoxy-neuraminic acid is thus confirmed. 
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Die Genauigkeit der Bestimmung von freiem Plasmal 


Von 
0. W. Thiele 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Géttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. September 1956) 


Kirzlich wurde eine Methode! zur Bestimmung ven freiem Plasmal 
neben Flasmalogen mitgeteilt. Zur Anwendung auf reaktionskinetische 
Messungen der Plasmalabspaltung ist die Kenntnis der Fehlergrenzen 
dieser Methode wiinschenswert. Im Prinzip besteht die Methode in 
folgendem: In einem abgemessenen Volumen einer waBrigen Phosphatid- 
emulsion wird ohne vorherige Extraktion eine Gesamtplasmalbestim- 
mung (freies Plasmal und gebundenes Plasmal) durchgefiihrt?. Ein 
gleiches Volumen derselben Emulsion wird nicht mit Saure vorbehandelt, 
sondern sofort mit Fuchsinschwefliger Saiure (FSS) versetzt und 30 Min. 
bei 20° (Dewar-GefaéB) stehengelassen, danach mit sog. Verdiinnungs- 
fliissigkeit versetzt und weiterbehandelt wie bei der Bestimmung von 
Gesamtplasmal. Dabei wird das freie Plasmal erfaBt und noch derjenige 
Anteil des gebundenen Plasmals, der durch den 30 Min. dauernden 
Kontakt mit FSS infolge ihres katalytischen Effektes in Freiheit ge- 
setzt wurde. Dieser Anteil ist errechenbar bei Kenntnis der Reaktions- 
geschwindigkeitskonstanten der Spaltung durch FSS, da diese Spaltung 
eine Reaktion I. Ordnung ist. Diese Konstante wurde generell bestimmt! 
und betragt ky = 4-10-3 min-?. Man braucht also zur Bestimmung von 
freiem Plasmal zwei Arbeitsginge: 1. die Bestimmung von Gesamtplas- 
mal (cy), 2. die Bestimmung der Summe von freiem Plasmal und durch 
FSS freigesetztem Plasmal (x). Dann ergibt sich das freie Plasmal (x) 
nach 


LK= Co — (Cy — 2) efF*r , (1) 


Cy = Konzentration des Gesamtplasmals, 

x = Konzentration von freiem Plasmal + durch FSS freigesetztem Plasmal, 

ty = Zeit des Kontaktes mit FSS (min), 

ky= Reaktionsgeschwindigkeitskonstante der Spaltung durch FSS = 4-107 
min, 


Fiir die Zeit des Kontaktes mit FSS wahlten wir meist 30 Min.; ty hat 
dann den (korrigierten) Wert 37 min (s. |. ¢.!, S. 134), damit ist} 
e'F*r — 1,160. 


1 0. W. Thiele, diese Z. 300, 131 [1955]. 
2 R. Feulgen, W. Boguth u. G. Andresen, diese Z. 287, 90 [1951]; 298, 
79 [1953]; O. W. Thiele, Klin. Wschr. 33, 421 [1955]. 
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Folgende Einzelmessungen, die in Gl. (1) eingehen, sind fehlerhaft: 
Messung von Cy, von 2, von ty und Bestimmung von ky. Dazu kommt 
der Temperaturfehler. 


Die Temperatur des Bades kann man im Dewar-Gefai8 ohne Schwierigkeit 
auf + 14° konstant halten. Der Fehler, der sich dadurch auf das Endergebnis aus- 
wirkt, ist bereits in dem Fehler der Konstanten ky enthalten. Dieser Fehler betragt 
+3-10-5 min- (s. 1. ¢.1, S. 134). 

Die Einhaltung der Zeit gelingt bei einiger Ubung bequem mit einem Fehler 
von + 1/, min. Zur Zeitmessung geniigt eine Taschenuhr mit Sekundenzeiger. 

Die Fehler von cy, und x setzen sich zusammen aus Pipettierfehlern und 
Ablesefehlern bei der Photometrie. Zur Abmessung der Emulsion wurde eine 
,Mikroauswaschpipette’’ von 0,2 ml und ein Mikropipettiergerat® verwendet. 
Meist wurde 0,13 ml abgemessen und in NaCl-Lésung (bei Bestimmung von x) 
bzw. in ein Eisessig-Salzsiure-Gemisch (bei Bestimmung von cy) ausgeblasen und 
das Gemisch zwecks guter Auswaschung der Pipette noch dreimal hochgesaugt 
und langsam wieder ausgeblasen. Da stets die gleiche Pipette und die gleiche 
Technik verwendet wurde und nur die Relation von cy und x interessierte (dagegen 
nicht die Absolutwerte von c, und x), wurde somit ein etwaiger Eichfehler der 
Pipette oder ein technischer Fehler ausgeglichen. Es bleibt nur die Genauigkeit 
der einzelnen Volumabmessungen zu beriicksichtigen. Ihr Fehler wird auf maximal 
+0,0005 ml geschatzt. Bei 0,13 mi ist das ein Fehler von + 0,38%. Diesen maxi- 
malen Fehler bekommt der abgelesene Extinktionswert H, infolge dieses Pipettier- 
fehlers. Fiir die Abmessung des zum Ausschiitteln des gebildeten Farbstoffs ver- 
wendeten Amylalkohols und die Verdiinnung des gefarbten mit reinem Amyl- 
alkohol gelten analoge Uberlegungen. Dabei ergeben sich maximale Fehler von 
+0,15% bzw. 0,50%. Samtliche Pipettierfehler wirken sich somit auf die Extink- 
tion HZ, im ungiinstigsten Falle mit einem Fehler von + 1,03% aus. 

Dazu kommen die Ablesefehler beim Photometrieren. Es wurde das Zeiss- 
Stufo mit visueller Ablesung benutzt. Zur Feststellung des Ablesefehlers wurden 
16 Messungen je 10mal abgelesen und von jeder Messung der Maximalfehler be- 
stimmt. Es zeigte sich, daB die relativen Ablesefehler (in %) weitgehend unab- 
hangig sind von der GréBe der Extinktion; sie betragen im Mittel + 1,21%. Dieser 
Wert, der bei photoelektrischer Ablesung sicherlich geringer ist, wird zu dem durch 
die Pipettierfehler verursachten relativen Fehler addiert; als 1elativer Fehler des 
abgelesenen Wertes EH, ergibt sich somit 100-d#,/H, = + 2,24%. Bei sehr groBen 
Extinktionen steigt dieser Fehler jedoch an; die Schichtdicke wurde dann ver- 
kleinert auf 2 cm (statt normalerweise 5 cm). 

Von dem abgelesenen Extinktionswert #, wird der Blindwert #, subtrahiert, 
also H = H, — E,. Dessen Fehler wurde bestimmt wie oben beschrieben. Da der 
Blindwert sehr gering ist, ist sein relativer Fehler sehr groB; er wurde im Mittel 
mit + 57,4°% errechnet*. Die absoluten Fehler dH, und dE, wirken sich auf das 
Ergebnis additiv aus: dF = dH, + dH,. Fiir die Auswirkung auf den relativen 
Fehler von F£ gilt 

dE d#,+d#, 2) 

oa ere t 
d. h. der relative Fehler von Z ist um so gréBer, je geringer die Extinktion (Konzen- 
tration) ist. 

Zahlenbeispiele: 1. GroBe Extinktion (5 cm Schichtdicke): 

1, = 1,40. 100-d#,/E, = + 2,24% (s. oben). dH, = + 0,0314. 

= 0,02. 100-d#,/H, = + 57,4%. d#, = + 0,0115. # = 1,38. 
+ 0,0429. 100-d#/EH = + 100-0,0429/1.38 = + 3,10%. 


3 W. Boguth, diese Z. 285, 93 [1950]. 
* Die Pipettierfehler sind nicht beriicksichtigt, da sie sich auf den Blindwert 
praktisch nicht auswirken. 
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2. Geringe Extinktion (5 cm Schichtdicke): 

E, = 0,25. dB, = + 0,0056. 

E, = 0,02. dE, = + 0,0115. E = 0,23. 

d# = + 0,0171. 100-dE/E = + 7,44%. 

Die Auswirkung aller dieser MeBfehler auf die Bestimmung deg 
freien Plasmals x, 14B8t sich errechnen, wenn man von Gl. (1) das 
totale Differential bildet: 





2 Ox Or, 
dx, = oi aeo| ae fe a | 4-4 dky + dt» | oder 
oc | | Okp ote 
dr, = ee A. + &F*Fdz| 4 (co—a) e'F*F tpdky | + 


— (cs—z) ef FFF kp dty lg 


Um den Maximalfehler dz, zu erhalten, werden diese Absolutbetrige 
addiert. Werden die positiven Werte der Einzelfehler dc , dz, .. . ein. 
gesetzt, so ist der Ausdruck umzuformen in 


dz, = (etF*¥ 1) dey + efF*F dx + (cy—2) eFFF thdkp + (Co—2) ef FFF ky dt): 


oder vereinfacht 


dz, = etF/F [dey + dx +- (cg—a) (tpdkp + kpdty)] — dey. (3) 


Wird stets bei 20° und mit ty = 37 Min. gearbeitet, so ist mit den oben 
angegebenen Zahlenwerten 


dx, = 1,16-[dey + dx + (cy—x)-2,11-10-*] — deg. (4) 
Fiir cy und x kann man statt Konzentrationen die Extinktionswerte 


einsetzen. Die oben angefiihrten Zahlenbeispiele werden auf die Berech- 
nung von dx, ausgedehnt: 


1. GroBe Menge freien Plasmals (Werte fiir cy, x und 2, sind Extinktions. ; 
werte bei 5cm Schichtdicke, von denen bereits der Blindwert subtrahiert ist): [ 
Co = 1,38. « = 1,18. z_ = 1,148 (nach Gl. (1) errechnet); d.h, 83% des ff 


Gesamtplasmals liegen als freies Plasma] vor.” 
Fehler: dey = +0,0429. dx = +0,0384 (mittels Gl. (2) errechnet). da, = 
+ 0,0519. 100-dag/x_ = +4,52%. 


2. Geringe Menge freien Plasmals (Extinktionswerte bei 5 cm Schichtdicke): : 


Co = 1,38. x = 0,23. 2, = 0,046; d. h. 3,34°%, des Gesamtplasmals liegen als freies fF 
Plasmal vor. 

Fehler: de, = + 0,0429. dx = +0,0171. 

drq = + 0,0295. 100-drg/xg = + 64,1%. 

Aus den Zahlenbeispielen ist zu schlieBen, 1. daB die Fehler der 
Konstanten ky und der Zeit ty sich kaum auf das Endergebnis aus- 
wirken, 2. daB der relative Fehler des Endergebnisses um so gréBer wird, | 
je kleiner 2K gegen Cc, wird, d. h. je geringer der Anteil des freien Plasmals | 
am Gesamtplasmal wird. Sehr kleine Mengen freien Plasmals lassen 
sich daher nicht mit Sicherheit feststellen. 
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Allerdings sind die berechneten Fehler Maximalfehler, die nur 
dann wirklich auftreten, wenn sich die Einzelmaximalfehler addieren. 
Ebensogut kann ein Einzelfehler einen anderen im Endergebnis ver- 
ringern. Die mittleren Fehler des Endergebnisses sind daher als 
wesentlich geringer anzunehmen. Bei mehreren Bestimmungen der- 
selben Emulsion weichen die Ergebnisse héchstens um etwa +3°% vom 
Mittelwert ab; bei wenig freiem Plasmal betragen die Abweichungen 
bis + 12%. 

Hat man geringe Mengen freien Plasmals zu erwarten, so kann man 
den Fehler des Endergebnisses verkleinern, wenn man zur Bestimmung 
von x ein Vielfaches desjenigen Volumens der Emulsion verwendet, 
welches zur Bestimmung von c, dient. Dadurch kommt man zu gréBeren 
Extinktionswerten; der absolute Fehler von xg wird zwar etwas ver- 
groBert, aber der relative Fehler wird kleiner, weil auf einen gréBeren 
Wert bezogen wird. 

Wird im Beispiel 2 zur Bestimmung von x ein 4-faches Volumen Emulsion 
verwendet, so zeigt eine diesem Beispiel analoge Rechnung, da8 der relative 
Maximalfehler von xx statt + 64,1°/, nur noch + 24,9% betragt. 

Feulgen und Mitarbb.? geben fiir die Plasmalogen- Bestimmung im 
Blutserum einen Fehler von etwa +5% an. Ein GroBteil dieses Fehlers wird 
verursacht durch die verschiedene Verteilung der Plasmale verschiedener Ketten- 
lange in den natiirlichen Plasmalgemischen. Dieser Fehleranteil fiele fort, wenn 
man das Ergebnis der Bestimmung in Mol statt in Gramm ausdriickte. Bei der 
Bestimmung des freien Plasmals spielt die Zusammensetzung des Plasmal- 
gemisches keine Rolle, solange man sich auf Angabe der Relation von freiem 
Plasmal zum Gesamtplasmal beschrinkt. Denkt man jedoch an die Méglichkeit, 
daB die Abspaltung von Plasmalen verschiedener Kettenlange mit verschiedener 
Geschwindigkeit erfolgt, so kann dadurch ein Fehler entstehen. Enthalt naimlich 
(in einem angenommenen Extremfall) ein gegebenes Plasmalogengemisch aqui- 
molare Mengen Palmital /C,,H,.0) und Stearal (C,,H,,0) und wird bei der Spaltung 
nur Palmital abgespalten, so entsteht dann ein Bestimmungsfehler, wenn die 
Palmital- und die Stearal-FSS-Verbindung verschiedene Extinktionskoeffizienten 
besitzen. Bei gleichen Extinktionskoeffizienten entsteht kein Fehler. Wahrschein- 
lich sind jedoch die Extinktionskoeffizienten der Palmital- und der Stearal-FSS- 
Verbindung voneinander verschieden, sicher aber nicht erheblich, so daB der 
dadurch entstehende Fehler sehr klein bleibt, zumal die selektive Abspaltung von 
Plasmalen bestimmter Kettenlinge hypothetisch ist. Untersuchungen tiber die 
Farbe bzw. das Absorptionsspektrum der Plasmal-FSS-Verbindungen verschiedener 
Kettenlingen sind geplant. 


Die Genauigkeit der Bestimmung von freiem Plasmal hangt ferner 
von der Konstanz der H®-Konzentration der FSS ab, da die Spaltungs- 
geschwindigkeit eine Funktion davon ist. Die FSS wurde daher einer 
Priifung unterzogen. Es ist nimlich denkbar, daB durch Autoxydation 
der in der FSS enthaltenen H,SO, zu H,SO, die H®-Konzentration so 
stark ansteigt, daB die Konstante ky nicht mehr den urspriinglichen 
Wert hat. Tatsichlich wurde nach 4-wéchigem Aufbewahren in ver- 
schlossenem GefiB mit BaCl, eine geringe, aber deutliche Triibung er- 
halten, wihrend frische FSS keine Reaktion mit BaCl, gab. Im Verlaufe 
von 8 Wochen wurden daher hiufig wiederholte pa-Messungen (Chin- 
hydron-Methode) der FSS durchgefiihrt. Es zeigte sich, daB sich der 
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pu-Wert von 2,63 (bei 18°) innerhalb dieser Zeit nicht meBbar anderte. 
Selbst wenn eine Zunahme der H®-Konzentration um 10% eintrate 
(d. h. px von 2,63 auf 2,59 abnaihme), so ware die Auswirkung auf das 
Endergebnis der Bestimmung irrelevant fiir den Fall, daB viel freies 
Plasmal vorliegt; liegt dagegen sehr wenig freies Plasmal vor, so ist 
die Auswirkung auf das Endergebnis erheblich, wie folgende Rechnung 
zeigt. 

Da ky = k’ -[H®], so wird bei einer Zunahme der H®-Konzentration 
um 10% die Konstante ky um den Faktor 1,1 vergr6Bert; d.h. ky = 
4,4-10-3 min-! und dkpy = + 0,0004 min-!. Die Auswirkung dieses 
Unterschiedes auf das Endergebnis ist dann 


OrK i 
dz, = ie dkp= — (¢o—z)eF*F tp dky = — (¢y—2)-0,01717 . 
Zahlenbeispiele: 1. cy = 1,38. 2 = 1,18. x_ = 1,148. 
dzx = — 0,00343. 100-dzx/x_ = — 0,30°. Der richtige Wert xx ist 1,145. 
2. co = 1,38. x = 0,23. x = 0,046. 
dzx_ = —0,0197. 100-dry/x_, = — 42,9%%. Der richtige Wert xx ist 0,026. 


Die Untersuchungen wurden durch Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft unterstiitzt. 


Zusammenfassung 


Fir die Methode der Bestimmung von freiem Plasmal neben i 
Plasmalogen wurde eine Fehlerrechnung durchgeftihrt. Es ergab sich, | 
daB der Fehler im Endergebnis der Bestimmung um so groBer ist, je | 
geringer der Anteil des freien Plasmals am Gesamtplasmal ist. Fehler- | 
méglichkeiten, die durch die verschiedene Kettenlinge der Plasmale |~ 
und durch eine mégliche Inkonstanz der H®-Konzentration der Reagens- |” 


lésung entstehen kénnten, wurden gesondert untersucht. 


Summary 


The method for the estimation of free plasmal in the presence of | 
plasmalogen has been examined statistically and the error determined. | 
It was found that the error in the final result increases with decreasing | 
proportion of free plasmal in the total plasma!. The influence on the | 
accuracy of the result of variations in the chain length of the plasmals 
and of inconstancy of the hydrogen ion concentration of the reagent | 


solution was investigated separately. 














192, 








145. 

















Bd. 306 (1957) 


Uber die papierchromatographische Trennung 


von Plasmalogenen und freiem Plasmal 
Von 
0. W. Thiele und H. Bergmann 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Géttingen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. September 1956) 
Herrn Prof. Dr. Dr.h.c. E. Klenk zum 60. Geburtstag 


In neuerer Zeit ist die Papierchromatographie mehrfach zur Tren- 
nung von Phosphatiden herangezogen worden, so vor allem von Amelung 
und Béhm! sowie Lea und .Mitarbeitern?. Die vorliegenden Unter- 
suchungen, die bereits vor und ohne Kenntnis der genannten Arbeiten 
begonnen wurden, weichen in der Methodik von diesen ab, da besondere 
Fragestellungen im Vordergrund standen. Solche Fragestellungen hatten 
sich aus friiheren Untersuchungen® iiber die Spontanabspaltung von 
Plasmal aus Plasmalogen ergeben, denen zufolge der Wunsch bestand, 
sich rasch tiber das Vorkommen von Cholin-Plasmalogen und Nicht- 
Cholin-Plasmalogen in verschiedenen Organen orientieren zu kénnen, 
und zwar entweder in schnell herstellbaren Extrakten oder in waBrigen 
Homogenaten. Ferner war es wiinschenswert, eine Methode zum exakten 
Nachweis geringer Mengen freien Plasmals neben viel Plasmalogen zu 
besitzen, da die friiher beschriebene Methode* zur quantitativen Be- 
stimmung von freiem Plasmal fiir sehr geringe Mengen freien Plasmals 
nicht geniigend zuverlassig arbeitet*. Ein zweiter Grund fiir die Aus- 
arbeitung eines papierchromatographischen Verfahrens zum Nachweis 
freien Plasmals war der Wunsch, Plasmal auch in organischen Lésungs- 
mitteln nachweisen zu kénnen, was mit der friiher beschriebenen Be- 
stimmungsmethode® nicht in einfacher Weise gelingt. 

Ausgangsmaterial: Zur Gewinnung von Cholin-Plasmalogen, das in 
groBeren Mengen im Herzmuskel vorkommt®, wurde Rinderherz verwandt, aus 
dem Rohphosphatid gewonnen wurde®. Aus diesem wurde durch Ausfallen der 
Kephaline mit Athanol das Rohlecithin erhalten, das durch chromatographische 
Adsorption an der Al,0,-Saule gereinigt wurde*®. Das so gewonnene Rinderherz- 
Lecithin enthalt Cholin-Plasmalogen und ist praktisch frei von Kephalinen, wie die 

bereinstimmung der in der Tab. Spalte 1, aufgefiihrten Werte fiir Gesamt-N 
und Cholin-N zeigt. 





1D, Amelung u. P. Bohm, diese Z. 298, 199 [1954]; dort weitere Literatur- 
angaben. 

2 C.H. Lea, D.N. Rhodes u. R. D. Stoll, Biochem. J. 60, 353 [1955]. 

3 0. W. Thiele, diese Z. 800, 131 [1955]. 

4 0. W. Thiele, diese Z. 306, 180 [1957], vorstehend. 

5 Nach E. Klenk u. G. Gehrmann, diese Z. 292, 110 [1953]. 

5 Nach D. J. Hanahan, M. B. Turner u. M. E. Jayko, J. biol. Chemistry 
2. 623 [1951]. 
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“ur Gewinnung von Colamin- und Serinplasmalogen wurde ein Pferdehirn 
in der friiher beschriebenen’ Weise extrahiert und das gewonnene Rohphosphatid 
nach Folch® getrennt, wobei (neben Zwischenfraktionen) die in der Tab., Spalten 
2—4, verzeichneten Fraktionen erhalten wurden. Die Colaminkephalinfraktion 
erwies sich als praktisch frei von anderen N-haltigen Komponenten, da in Spalte 2 
die Werte fiir Gesamt-N und Amino-N fast iibereinstimmen, der «-Aminosiure- 
N-Gehalt aber unterhalb des meBbaren Bereiches liegt. Die Serinkephalinfraktion 
(Spalte 3) enthielt noch gewisse Mengen Colamin, wie aus der Differenz der Werte 
fiir Amino-N und a-Aminosiure-N hervorgeht. Die Inositkephalinfraktion erwies 
sich als starker verunreinigt (Spalte 4); sie wurde daher nicht zu papierchromato. 
graphischen Versuchen verwandt. 


Analysendaten der dargestellten Phosphatide. 





Rinderherz- | Colamin- Serin- Inosit- 
Lecithin, kephalin- kephalin- kephalin- 
chromato- Fraktion Fraktion Fraktion 
graph. aus Pferdehirn 





P(%) (mach®) . . . . | 3,63, 3,65 2,93; 2,95 | 3,12; 3,18 | 3,90; 3,86 
N (%) (Kjeldahl). . . 1,80; 1,82 1,80; 1,81 | 1,64; 1,60 | 1,48; 1,51 
Cholin-N (°%) (nach 2°) 1,80; 1,81 0 0 0 
Amino-N (%) (nach?) _ 1,76; 1,78 | 1,61; 1,61 | 1,51; 1,51 
a«-Aminosaure-N (%) 
(nach¥##). .-. . .. -- <0,05 1,40; 1,40 | 90,92; 0,89 
Plasmal (%)* (nach!*14) | 2,66; 2,62 4,07; 3,99 | 1,03; 1,01 | 2,53; 2,63 














* Als Plasmal mit dem mittleren Mol.-Gew. 254 berechnet. 


Chromatographie derin Tetrachlorkohlenstoff gelésten Phospha- 
tide: Die Phosphatide wurden zu etwa 0,5°% in CCl, gelést und 0,04 bis 0,05 ml 
dieser Lésung auf die Startlinie des Papiers (Schleicher & Schill, Nr. 2043a) 
gebracht. Zum Entwickeln verwendeten wir zunichst (wie!) Aceton-Methanol 3:1 
(v/v), womit Cholin-Plasmalogen (und Lecithin) mit der Lésungsmittelfront 
wandert, wahrend sich die Kephaline kaum vom Startpunkt wegbewegen. Aceton- 
Athanol 3:1 (v/v) verhalt sich ebenso. Da auch freies Plasmal mit der Front 
wandert, war damit dessen Abtrennung nicht erzielbar. Um den Ry-Wert der 
Crotinplasmalogen-Lecithin-Fraktion zu senken, ist als Zugabe zum Aceton ein 
starker polares Lésungsmittel erforderlich. Verwendet man mehr Alkohol, so 
kommt es zur Ausbildung von ,,Schwinzen“, ebenso mit Aceton-Wasser-Mischun- 
gen. Als geeignet erwiesen sich mit Glycerin gesittigtes Aceton und auch Mischungen 
von Aceton, Methanol (oder Athanol) und Glycerin; doch steigt bei letzterem 
Gemisch die Laufzeit stark an. 

Bei der aufsteigenden Chromatographie mit glyceringesattigtem Aceton 
erhielten wir zunachst keine reproduzierbaren Ry-Werte, da diese, wie sich zeigte, 
stark temperaturabhangig sind. Wir bestimmten daher zunachst die Temperatur- 


7 O. W. Thiele, diese Z. 300, 165 [1955]. 

8 J. Folch, J. biol. Chemistry 146, 35 [1942]. 

® T. Teorell, Biochem. Z. 280, 1 [1931]. 

10 ¥, J. R. Beattie, Biochem. J. 30, 1554 [1936]. 

11 —D. D. van Slyke, J. biol. Chemistry 83, 425 [1929]. 

12 R. Moubasher u. A. Sina, J. biol. Chemistry 180, 681 [1949]. 

13H. Christl, diese Z. 298, 83 [1953]. 

14 R. Feulgen, W. Boguth u. G. Andresen, diese Z. 287, 90 [1951]; 298, 
79 [1953]. 
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abhangigkeit der Léslichkeit von Glycerin in Aceton (Abb. 1). Sodann mischten 
wir die Lésungsmittel und entwickelten die Chromatogramme bei Temperatur- 
konstanz in einem mit Kontaktthermometer und elektrischer Heizplatte ver- 
sehenen abgeschlossenen Raum. Entsprechend der gréfBeren Léslichkeit von 
Glycerin in Aceton fand sich mit steigender Temperatur eine Verlangerung der 
Laufzeit des Lésungsmittelgemisches und eine Zunahme der Ry-Werte (Abb. 2). 
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Abb. 1. Abb. 2. 
Abb. 1. Temperaturabhangigkeit der Liéslichkeit von Glycerin in Aceton. 


Abb. 2. Temperaturabhangigkeit der Ry-Werte bei Entwicklung mit glycerin- 
gesittigtem Aceton. 1: freies Plasmal, 2: Cholin-Plasmalogen, 3: Nicht-Cholin- 
Plasmalogen. 
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Der Temperaturkoeffizient der Léslichkeit von Glycerin in Aceton hat bei 25° 
den (graphisch ermittelten) Wert 


oc nm / 
(ses = 0,068 (Vol.°/,/Grad). 


Ermittelt man in analoger Weise die Abhangigkeit des Ry-Wertes (fiir Cholin- 
Plasmalogen) von der Sattigungskonzentration des Lisungsmittelgemisches und 
von der Temperatur, so erhalt man 


oR, a eee 
( = a = 0,70 (pro Vol. 24); ( 


oR, ) 
OT’ / 25°, gemessen 


: ORy ee oc oORy A ‘ 1 
Dagegen ist or . aie (Ios 3c i = 0,048 (Grad-}) . 


Der gemessene Temperaturkoeffizient des Ry-Wertes ist also rd. 15mal griéBer als 
der aus den Sattigungskonzentrationen des Lésungsmittelgemisches errechnete. 
Daraus ist zu schlieBen, da8 fiir die starke Temperaturabhangigkeit der Ry-Werte 
auBer der Zusammensetzung des Lésungsmittelgemisches noch andere Faktoren 
verantwortlich sind. 

Wegen der starken Temperaturabhangigkeit der Ry-Werte ist es demnach 
unerlaBlich, bei der Chromatographie von unbekannten Gemischen stets auch 
Reinsubstanzen mitwandern zu lassen. Cholin-Plasmalogen wandert stets schneller 
als Nicht-Cholin-Plasmalogen. Freies Plasmal wandert stets (unabhangig von der 
Temperatur) mit der Lésungsmittelfront. 

Farbemethoden: Plasmal: Zum Nachweis des Gesamtplasmals wird der 
Papierstreifen etwa 2 Min. in eine 1,8-proz. HgCl,-Lésung, dann etwa 5 Min. in 


= 0,77 (Grad-!). 
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Fuchsinschweflige Saure’*, danach langere Zeit in eine SO,-Lésung' gelegt, 
letzteres um die itiberschiissige Fuchsinschweflige Saure (FSS) wegzuwaschen, 
Soll nur freies Plasmal nachgewiesen werden, so unterbleibt die Plasmalogen. 
spaltung durch Behandlung mit HgCl, und die Papierstreifen werden sofort in 
FSS gebracht. Die rotvioletten Farbflecke auf den Papierstreifen sind, wenn die 
Chromatogramme an der Luft aufbewahrt werden, nur etwa 12 Stdn. sichtbar. 
Sie bleiben einige Wochen sichtbar, wenn man die Chromatogramme in Stickstoff 
im Dunkeln aufbewahrt. Wir verwenden dazu groBe GlasgefaBe, durch die bis 
zur Trocknung der Chromatogramme zwecks Abfiihrung des verdampfenden 
Wassers langsam ein N,-Strom hindurchgeleitet wird. 

Cholin: Die Farbung mit Reinecke-Salz’> erwies sich fiir unsere Zwecke als 
zu unempfindlich. Jedoch wandten wir mit Erfolg die Farbung durch Behandeln 
mit Molybdatophosphorséure und nachfolgende Reduktion mit SnCl, an?® in der 
Modifikation von Bevan und Mitarbb.!’. Die Chromatogramme werden dazu 
5 Min. in 2-proz. Molybdatophosphorsiure gelegt, dann 15 Min. in flieBendem 
Leitungswasser gewassert und schlieBlich mit salzsaurer SnCl,-Lésung bespriiht. 
Cholin erscheint als blauer Fleck. Colamin und Serin werden ebenfalls schwach 
blau; die Farbreaktion mit Colamin und Serin bleibt jedoch aus, wenn vorher mit 
Ninhydrin bespriiht worden ist, worauf bereits Lea und Mitarbeiter? hinwiesen. 

Colamin und Serin lassen sich mit der zum Aminoséure-Nachweis iiblichen 
Methode! mit Ninhydrin nachweisen. Weitere mit Ninhydrin reagierende Stoffe 
(wahrscheinlich Aminoséuren), die sich bei Verwendung von nicht-dialysierten 
Phosphatidlésungen auf dem Chromatogramm zeigen1’, bleiben bei Anwendung 
unserer Entwicklungsmethode am Startpunkt liegen. 

Phosphor: Die auf der Reaktion von Bandurski und Axelrod!® mit 
Molybdat und HClO, beruhende Methode”® erwies sich fiir unsere Zwecke als zu 
wenig empfindlich. Wir haben daher auf einen Phosphor-Nachweis verzichtet. 

Empfindlichkeit der Nachweise: Plasmal lat sich bis 2u etwa 1 y 
noch eben mit der Plasmalfairbung erkennen. Wir arbeiteten meist mit 8—10y 
Plasmal pro Chromatogramm. Da sich freies Plasma] an der Lésungsmittelfront 
sammelt, ist es scharf abgesetzt und empfindlicher nachweisbar. Bei 100 y Gesamt- 
plasmal ist ein freier Plasmalanteil von 1°, noch gut erkennbar, was mit der friiher 
beschriebenen Bestimmungsmethode® nicht gelingt. 

Die Cholin-Farbung ist viel weniger empfindlich. Da aber die cholinhaltigen 
Glycerinphosphatide (gleichgiiltig, ob Esterphosphatid oder Plasmalogen) den 
gleichen Ry-Wert aufweisen, ist auf der betreffenden Papierstelle immer viel mehr 
Cholin als Plasmal vorhanden, so da8 die Empfindlichkeit des Cholin-Nachweises 
im Vergleich zu der des Plasmal-Nachweises ausreicht. Analoges gilt fiir den 
Nachweis von Colamin und Serin. 


Die geschilderte Methodik gestattet also eine Trennung von Cholin- 
Plasmalogen, Nicht-Cholin-Plasmalogen und freiem Plasmal. Da sich 
Cholin-Plasmalogen wie Cholin-Esterphosphatid (Lecithin) verhalt und 
Nicht-Cholin-Plasmalogen wie Kephalin, ist eine Trennung von Ester- 
phosphatiden und Plasmalogenen nicht méglich. Eine Trennung der 
beiden bis jetzt bekannten Nicht-Cholin-Plasmalogene mit Phenol (nach!) 


148 Hergestellt nach |. c.1. 








15 M. H. Hack, Biochem. J. 54, 602 [1953]. 


16 Nach C. Levine u. E.Chargaff, J. biol. Chemistry 192, 645 [1951]. | 


17 T. H. Bevan, G.I. Gregory, T. Malkin u. A. G. Poole, J. chem. Soc. 
[London] 1951, 841. 

18 Siehe E. Klenk u. H. Dohmen, ~~ Z. 299, 248 [1955] sowie 1. c.\. 

19 R.S. Bandurski u. B. Axelrod, J. biol. Chemistry 198, 405 [1951]. 

20 C.S. Hanes u. F. A. Isherwood, ‘Noture [London] 164, 1107 [1949]; | 
8S. Burrows, F.S.M. Grylls u. J.S. Harrison, ebenda 170, 800 [1952]. 
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haben wir nicht versucht, da wir eine katalytische Abspaltung von 
Plasmal, wenn auch nur in geringen Mengen, befiirchteten. 

Tipfelprobe zum Nachweis von Plasmal: Das Vorhandensein 
von gréBeren Mengen freien Plasmals lat sich innerhalb weniger 
Minuten mit einer Tipfelprobe feststellen. 


Hierzu bringt man auf ein Rundfilter die Probelésung, laBt trocknen und legt 
das Filter 5 Min. in FSS. Erfolgt eine Farbung, so ist freies Plasmal vorhanden. 
Voraussetzung ist, daB die auf das Rundfilter gebrachte Probelésung nicht mehr als 
etwa 20 y gebundenes Plasmal enthalt; denn die FSS selbst spaltet langsam Plasmal 
aus Plasmalogen ab. Gegebenenfalls macht man eine Vergleichsprobe nach Spaltung 
mit HgCl,. Doch is¢ die bei Verwendung von weniger als 20 y gebundenen Plasmals 
innerhalb von 5 Min. entstehende Plasmalmenge so gering, daB keine sichtbare 
Farbung entsteht. 

Man kann die Tiipfelprobe folgendermaBen empfindlicher gestalten: Nach 
dem Aufbringen der Probelésung, die einen Fleck von etwa 1 cm Durchmesser 
hinterlaBt, 14Bt man trocknen und bringt dann in das Zentrum einige Tropfen 
Aceton, so daB jetzt ein Fleck von etwa 3 cm Durchmesser entsteht. Dann JaBt 
man wieder trocknen und legt das Rundfilter 2 Min. in HgCl,-Lésung, dann 5 Min. 
in FSS. Das gebundene Plasmal ist jetzt als Farbfleck von 1 cm Durchmesser 
sichtbar, das freie Plasmal wurde vom Aceton mitgenommen und ist als farbiger 
Ring von 3 cm Durchmesser zu erkennen. 

Diese Tiipfelprobe ist z. B. dazu geeignet, die verschiedenen Extraktions- 
prozesse auf die Vollstandigkeit der Extraktion hinsichtlich des Plasmalogens und 
auf die Abspaltung von Plasmal wahrend der Extraktion zu priifen. Bei der kalten 
Extraktion von Skelettmuskulatur der Ratte mit Aceton, Isopropylalkohol oder 
Bloor-Gemisch”! trat in keinem Falle freies Plasmal auf. Auch nach der Extraktion 
von Pferdehirn im Soxhlet mit Aceton, Ather oder Chloroform-Methanol 1:3 (v/v) 
wurde kein freies Plasmal nachgewiesen. Bei der Aufarbeitung eines Pferdeherzens 
fanden wir jedoch im kalten Acetonextrakt sehr geringe Mengen freien Plasmals 
und etwas gréBere Mengen nach der Soxhlet-Extraktion mit Aceton. Nach dem 
Einengen dieser Acetonlésung wurde der Riickstand in Ather gelést und im Kihl- 
schrank mehrere Stunden stehen gelassen. Der dabei entstandene Niederschlag 
wurde abgetrennt, die Lésung eingeengt und die Phosphatide mit Aceton gefallt. 
In der Acetonlésung fand sich jetzt auch noch freies Plasmal neben viel Plasmalogen. 
Wurde die Fallung durch Zugabe von CaCl, (gesatt. Lésung in absol. Athanol) 
vervollstandigt, so war in der Acetonlésung nur noch freies Plasma] nachweisbar, 
kein Plasmalogen. 

Von der Vollstaindigkeit der Extraktion des Blutserums nach Bloor?! hin- 
sichtlich des Plasmalogens konnten wir uns tiberzeugen, indem wir den mit Bloor- 
Gemisch gut ausgewaschenen Riickstand mehrmals mit Chloroform-Methanol 1:3 
(v/v) unter RiickfluB kochten; in dem so gewonnenen Extrakt war kein Plasmal 
mehr nachweisbar. Ebenso vollstandig erwies sich die kalte Extraktion von Ratten- 
herz mit Bloor-Gemisch oder mit Isopropylalkohol. 


Stérungsmoglichkeiten bei Anwendung der Methode: Ein 
empfindlicher Nachweis von Plasmalogen und freiem Plasmal kann 
mehr oder weniger gestért werden durch die Gegenwart anderer Aldehyde, 
die in das Chromatogramm hineingeraten kénnen durch die angewendeten 
Lésungsmittel, durch die im Papier vorhandenen Lipoidspuren und 
durch die sog. ,,Verdorbenheitsreaktion“, ferner durch Autoxydation 
des freien Plasmals. Wir haben diese Stérungen ausgiebig untersucht 
und verhindern kénnen. 


"1 W.R. Bloor, J. biol. Chemistry 82, 237 [1929]. 
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Stérung durch Lésungsmittel: Bei Leerversuchen (ohne Phosphatide) 
zeigte sich nach Behandeln mit FSS oft ein feiner, aber deutlich sichtbarer Farb- 
streifen in der Lésungsmittelfront. Der Verdacht, daB es sich um Lipoidspuren 
im Papier handelt1, bestatigte sich nicht, da auch nach dem Auswaschen des 
Papiers mit Chloroform-Methanol 4:1 (v/v) (nach Hack?) dieser Effekt bestehen 
blieb. Spiilte man jedoch nach dem Entwickeln des Chromatogramms den Papier- 
streifen 10 Min. lang mit Wasser, so war bei der dann folgenden Farbung der er- 
wiahnte Streifen ganz oder fast ganz verschwunden. Es konnte sich also nur um 
niedrige, wasserlésliche Aldehyde handeln, die mit den Lésungsmitteln in das 
Papier geraten waren. Eine Priifung der Lésungsmittel mit FSS ergab eine starke 
Reaktion mit Aceton (verwendet wurde Aceton puriss. Merck), dagegen keine mit 
Glycerin. Dampfte man Aceton oder glyceringesattigtes Acetop durch Aufblasen 
eines Stickstoffstroms bei Zimmertemperatur ab, so war im Riickstand mit FSS 
kein Aldehyd mehr nachweisbar. Verwendet man aber iiber 3 Tage altes glycerin- 
gesattigtes Aceton, so trat: nach Abdampfen eine Reaktion mit FSS ein. Offenbar 
kommt es im Laufe der Zeit zu einer Bindung der Aldehyde an das Lésungsmittel- 
gemisch. DaB dieses Lésungsmittelgemisch sich langsam verandert, zeigt die 
Tatsache, daB >3 Tage altes glyceringesittigtes Aceton bei derselben Temperatur 
weitere erhebliche Glycerinmengen aufnimmt. Méglicherweise bildet sich eine 
Verbindung zwischen Glycerin und Aceton (eine solche Verbindung, ,,Glycerin- 
aceton“, wurde von Fischer und Pfaihler™ praparativ erhalten). 


Aus diesen Versuchen ergibt sich, daf zur Vermeidung einer St6rung 
durch einen etwaigen Aldehydgehalt der Losungsmittel stets frisch 
angesetztes glyceringesittigtes Aceton verwandt werden muB8. Zur 
Kontrolle entwickelt man gleichzeitig in demselben Chromatographie- 
gefaB einen leeren Papierstreifen. Will man das Aceton aldehydfrei 
bekommen (wenn man nicht Aceton p.a. Merck benutzt, das fast 
aldehydfrei ist), so gibt es zwei Méglichkeiten: 

1 J Aceton wird mit 50 mi einer Lésung von 4 g KMnO, und 6 g Na,CO,-10 H,O 
versetzt und destilliert. Da man hierbei wasserhaltiges Aceton erhalt, ist folgendes 
Verfahren besser: Aceton wird iiber eine 60 cm lange, mit Raschig- Ringen 
gefiillte Kolonne destilliert; der Vorlauf von 40° des Gesamtvolumens enthilt 
praktisch alle Aldehyde; die dann iibergehenden 60°, werden iiber K,CO, ge- 
trocknet. Zur Priifung auf Aldehyde versetzt man 1 m/ Aceton mit 2 ml FSS; nach 
15 Min. darf keine oder nur eine sehr schwache Rotfarbung auftreten. 

Stérung durch ,,Verdorbenheitsreaktion‘: DaB beim ,,Ver- 
derben“‘ von Fett Aldehyde entstehen, wurde bereits von Schmid” 
und Jensen* beobachtet. Der Vorgang beruht auf der Autoxydation 
von Verbindungen mit C=—C-Doppelbindungen?®, wobei tiber inter- 
mediar gebildete Peroxy-Radikale** Aldehyde mit niedr:ger Kettenlange 
entstehen. Die Aldehyde sind dann mit FSS nachweisbar. Ein solcher 
Nachweis wurde als _ ,,Verdorbenheitsreaktion‘‘ zur Beurteilung von 
Speisefett vorgeschlagen?’. Da Phosphatide reich an hochungesattigten 


22 E. Fischer u. E. Pfahler, Ber. dtsch. chem. Ges. 58, 1606 [1920]. 

23 A. Schmid, Z. analyt. Chem. 87, 302 [1898]. 

24 O. Jensen, Z. Unters. Nahr.- u. GenuBmittel 6, 376 [1903]. 

25 A.Tschirch u. A. Barben, Schweiz. Apotheker-Ztg. 62, 281 [1924]; 
K. Taufel u. J. Miller, Biochem. Z. 219, 341 [1930]. 

26H. Farmer, Trans. Faraday Soc. 42, 228 [1946]; J. L. Bolland u. 
G. Gee, ebenda 42, 236 [1946]; W. Kern u. H. Willersinn, Angew. Chem. 67, 
573 [1955]. 

2? Th. v. Fellenberg, Schweiz. Mitt. Lebensm.-Unters. Hyg. 15, 198 [1934]. 
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de) Fettsiuren sind, ist eine ,, Verdorbenheitsreaktion’‘ der auf dem Chro- 
rb. matogramm flach ausgebreiteten Substauz médglich. 
iad Bringt man Olivenél, Leiné] oder eine Lésung von Eiphosphatid (das sich 





wegen seiner Plasmalogenarmut hierfiir besonders eignet) auf Papier und legt es 


w sofort in FSS, so ist keine Farbung zu erkennen; 1é8t man das Papier vor der 
eal Farbung einige Zeit an der Luft liegen, so tritt mit FSS eine rotviolette Farbung 
me auf. Die Verfolgung der Zeitabhangigkeit ergab fiir 0,02 m/ Leinél: nach 10 Min. 
ded keine Farbung, nach 20 Min. geringe, nach 30 Min. starke, nach 2 Stdn. sehr starke, 
vias nach 15 Stdn wieder maBigere Farbung. Wurden dieselben Versuche in einer 
mit Stickstoffatmosphare statt in Luft ausgefiihrt, so trat keine ,,Verdorbenheits- 
wall reaktion“ ein. 
SS Wird Eiphosphatid nach dem Auftragen auf das Papier, aber vor dem Ent- 
rin- wickeln 12 Stdn. Licht und Luft ausgesetzt, so zeigen sich nach dem Entwickeln 
bar Aldehyde in der Front. Wird das Papier erst nach dem Entwickeln Licht und 
tel. und Luft ausgesetzt, so zeigt sich nach der Behandlung mit FSS ein Farbfleck an 
die der fiir Cholin-Phosphatid typischen Stelle, wihrend im Kontrollversuch in Stick- 
tur stoff nur sehr schwach Cholin-Plasmalogen nachweisbar war. 
ine Da die Autoxydation nur im Licht und um so rascher eintritt, je gréBer die 
rin- eingestrahlte Energie ist?°, liBt sich die ,,Verdorbenheitsreaktion™ durch Be- 
strahlen mit einer UV-Lampe intensiver und rascher hervorbringen. Auf Papier 
ing gebrachte Eiphosphatidlésung zeigte nach UV-Bestrahlung (Quarzlampe Hanau) 


h von 30 Sek. eine geringe, nach 60 Sek. eine starke Reaktion. Die Reaktion nach 
oe 60 Sek. UV-Licht war ebenso stark wie die nach 3 bis 5 Stdn. Tageslicht (je nach 
aur Intensitét schwankend). Zum Vergleich wurde die gleiche Menge Eiphosphatid- 
ie- lisung in Dunkelheit der Luft ausgesetzt; dabei zeigte sich nach 6 Tagen noch 
keine ,, Verdorbenheitsreaktion“ (langere Zeiten wurden nicht gepriift). Alle an- 
gefiihrten Versuche wurden mehrmals und mit Phosphatiden verschiedener 
ast fF  Herkunft durchgefiihrt. 


Aus den Versuchen ergeben sich mehrere Moglichkeiten zur Ver- 


ee meidung einer ,,Verdorbenheitsreaktion“‘, naimlich: Entwickeln und 
gen Trocknen der Chromatogramme in Stickstoff (von Amelung und 
railt Bohm! bereits beschrieben) oder in Dunkelheit; Zusetzen von Reduk- 
ge- tionsmitteln oder sonstigen Antioxydantien; Zusetzen von Stoffen, die 
ach die kiirzerkettigen, bei der ,, Verdorbenheitsreaktion‘‘ entstehenden Al- 
™ dehyde binden, aber nicht mit Plasmal reagieren. 
23 Das Entwickeln in Stickstoff ist recht umstaindlich. Wir entwickelten in 
einem GefaB, durch das ein langsamer, mit Aceton gesattigter Stickstoffstrom 
on geleitet wurde. Dabei besteht die Méglichkeit, den Raum des Chromatographie- 
er- gefaBes sehr viel rascher mit Lésungsmitteldampf zu sattigen. 
ige Das Entwickeln und Trocknen in Dunkelheit ist das einfachste und sicherste 
her Verfahren zur Verhinderung der ,,Verdorbenheitsreaktion“. Wir verwenden mit 
ron schwarzem Papier beklebte GefaiRe. an denen ein schmales Fenster freigelassen 
ae wurde. Das Trocknen der Chromatogramme im Vakuumexsiccator geniigt nicht 
. zur Verhinderung der ,,Verdorbenheitsreaktion™. 
Die ,,Verdorbenheitsreaktion’ 148t sich auch bei Licht und Luftgegenwart 

vermeiden, wenn das Papier mit geeigneten Reduktionsmitteln vorbehandelt wird. 

Es zeigte sich, daB Tranken des Papiers mit 1-proz. Hydrochinonlésung diesem 
4; Zwecke geniigt. Das von uns verwendete Hydrochinon zeigte allerdings mit FSS 





28 E.H. Farmer u. D.A.Sutton, J. chem. Soc. [London] 1948, 119; 
6 ; D. A. Sutton, ebenda 1944, 242; C.E.Swift, F. G. Dollearu. R. T. O’Connor, 

‘ Oil and Soap 28, 355 [1946]; L. Bateman u. G. Gee, Proc. Roy. Soc. [London], 
Ser. A 195, 391 [1948]. 
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eine geringe Blindreaktion, die auf Verunreinigungen zurtickgefiihrt wird. Wie 
Hydrochinon wirkt auch der photographische Entwickler ,,Neutranol“. Eine Vor. 
behandiung mit Natrium-hydroxo-stannit-Lésung (frisch hergestellt aus Sn(l, 
und NaOH) erwies sich als unwirksam. Versuche mit in saurer Lésung wirkenden 
Reduktionsmitteln wurden wegen der Gefahr der katalytischen Abspaltung von 
Plasmal nicht unternommen. Nach der Feststellung, daB Spuren von Fe?® oder 
Cu®® die Autoxydation von ungesattigten C-Verbindungen katalysieren, ist auch 
an eine Verhinderung der ,,Verdorbenheitsreaktion’‘ durch Blockierung dieser 
Schwermetallionen, etwa durch Cyanide, zu denken; solche Versuche wurden von 
uns jedoch nicht gemacht. 

Nach Feulgen* reagieren die héheren Aldehyde (Plasmal) viel schwerer 
mit Hydroxylamin oder Hydrazinen als niedere Aldehyde. Daher erschien uns der 
Versuch lohnend, eine Vorbehandlung des Papiers mit Phenylhydrazin (Hydro. 
chlorid in waBriger Lésung) durchzufiihren. Es zeigte sich, daB geringe Konzen- 
trationen unwirksam waren, dagegen héhere Konzentrationen zwar die durch 
Autoxydation entstehenden Aldehyde vollstandig binden, aber auch die Farb- 
reaktion des Piasmals beeintrichtigen. Dieses Verfahren ist daher nicht geeignet. 


Die Tatsache, daB eine ,,Verdorbenheitsreaktion“ innerhalb einer Minute 
durch UV-Bestrahlung erzeugt werden kann, erdffnet zahlreiche Anwendungs- 
moglichkeiten zur Identifizierung von ungesittigten Verbindungen auf Chromato- 
graphiepapier. 

Stérung durch Lipoidspuren im Papier haben wir zunachst nicht 
becbachtet. Bei einer neuen Papiersendung traten jedoch bisweilen Stérungen auf. 
Die nahere Untersuchung ergab, daf die im Papier vorhandenen Lipoidspuren 
aldehydfrei sind. Entwickelt man einen leeren Papierstreifen und 14Bt ihn noch 
24 Stdn. in Dunkelheit oder Stickstoff hangen, so erfolgt keine Reaktion mit FSS; 
14Bt man ihn aber 24 Stdn. an Licht und Luft hangen, so zeigt sich mit FSS in 
der Front ein Farbstreifen. Eine mégliche Erklarung dieses Verhaltens ist die, daf 
sich beim Entwickeln Fe-Spuren in der Front sammeln, die dann eine ,, Verdorben- 
heitsreaktion“ beschleunigen. 


Autoxydation von freiem Plasmal: Der Nachweis von freiem 
Plasmal kann durch Autoxydation oder Polymerisation gestért werden. 
Die Autoxydation bleibt aber im Dunkeln ebenso aus wie die ,,Ver- 
dorbenheitsreaktion‘‘. Anhaltspunkte fiir den Eintritt einer Polymeri- 
sation ergaben sich erst nach 36 Stdn. 


Eine Phosphatidfraktion wurde auf dem Papier durch Eintauchen in Hg(l,- 
Lésung gespalten, das Chromatogramm entwickelt und ungefarbt 12 Stdn. an 
Luft und Licht liegen gelassen; in einem zweiten Versuch wurde in Stickstoff ent- 
wickelt und 12 Stdn. in Stickstoff liegen gelassen; in einem dritten und vierten 
Versuch erfolgten alle Operationen in Dunkelheit. Nach Farbung mit FSS war im 
1. Versuch viel weniger (schatzungsweise die Halfte) freies Plasmal zu finden als 
in den drei anderen Versuchen; auch nach 3 Stdn. ist ein Unterschied bereits nach- 
weisbar. Der Versuch spricht fiir Autoxydation, nicht fiir Polymerisation; denn 
in Stickstoff oder in Dunkelheit wire eine Polymerisation wahrscheinlich ebenso 
eingetreten wie an Luft und Licht. Gegen eine Polymerisation spricht auch folgen- 
der Versuch: Phosphatid wurde auf dem Papier mit HgCl, gespalten, entwickelt 
und sofort (noch feucht) gefarbt; ein Kontrollversuch wurde ebenso ausgefiihrt, 
nur lieB man den Papierstreifen nach dem Entwickeln 12, 24 und 36 Stdn. in 
Stickstoff hangen. Nur im letzten Fall war die Farbintensitat etwas geringer. 

29 O. Warburg, diese Z. 92, 231 [1914]. 

30 N. W. Ziels u. W. H. Schmidt, Oil and Soap 22, 327 [1945]; A. Banks, 
J. Soc. chem. Ind. 68, 8 [1944]. 

31 R. Feulgen, persdnliche Mitteilung. 


f 

e 
5 
& 





Bd. 


Gege 
dem 
geht 


unc 


lass 
tren 
am 
was: 
pun 
exsi 
Men 


gegel 
Extr 
» mitw 
- logen 
> kein 


Skele 
Aufb 
in Wi 
schon 
" geson 


| grar 
| werti 
| Tran 
Sauf - 
] 


. 


> der § 


5 gilt a 
> diinm 
) Phosp 

hierfii 


‘ allein 


> Farbir 


Trenn 


Z 
werde} 
Farbe: 
Th. S 


‘einlegt 


; eine g 


* 


Ho 















































Bd. 306 (1957) Trennung von Plasmalogenen und Plasmal 193 





957) 


Die Versuche wurden am entwickelten Chromatogramm ausgefiihrt, da die 


Wie : . - : : 

Vor. | Gegenwart von Phosphatiden durch ,,Verdorbenheitsreaktion™ interferiert. AuBer- 
nd dem ist die Autoxydation von freiem Plasmal, wie aus anderen Versuchen* hervor- 
iden | geht, in Gegenwart von Phosphatiden, die als Antioxydantien wirken, geringer. 
odie Chromatographie von waBrigen Phosphatid-Emulsionen 


wich | und Homogenaten 


leser WaBrige Phosphatid-Emulsionen, Blutserum und Homogenate 
von F lassen sich mit dem geschilderten Verfahren ebenso chromatographisch 
ever | ttennen wie echte Phosphatidlésungen. Voraussetzung ist nur, daf die 
.der | am Startpunkt aufgetragene Substanz vor dem Entwickeln weitgehend 
dro- — wasserfrei getrocknet wird, da die Phosphatide andernfalls am Start- 
zen- & nunkt liegen bleiben. Das gelingt leicht im abgedunkelten Vakuum- 
<s exsiccator iiber H,SO, oder Kieselgel (10 Min. geniigen). Merkliche 


‘arb- 
mall Mengen freien Plasmals werden dabei nicht fliichtig. 


nute Beispiel: Blutserum (Mischserum mehrerer Personen) wurde in der an- 
ings- —F gegebenen Weise chromatographiert. Zum Vergleich lieBen wir einen Bloor- 
yato- [ Extrakt?! desselben Serums und Reinphosphatide auf dem gleichen Papierstreifen 

mitwandern. Als Ergebnis fand sich im Blutserum hauptsachlich Cholin-Plasma- 
richt | logen, wenig Nicht-Cholin-Plasmalogen (Verhaltnis schatzungsweise 5:1) und 


auf, | kein freies Plasmal. 

uren Auch in Homogenaten aus weiBer Substanz des GroBhirns vom Pferd und aus 
noch — Skelettmuskulatur von der Ratte fand sich kein freies Plasmal, auch nicht nach 
FSS; f) Aufbewahrung der Homogenate bis zu 11 Tagen im Kiihlschrank. Dagegen war 
‘S in | in wiBrigen Emulsionen von isolierten Phosphatiden nach kurzer Zeit (meist 
dag — schon nach 30 Min.) freies Plasmal nachzuweisen. Diese Tatsache ist Gegenstand 
ben. | gesonderter Untersuchungen. 


Versuche zur quantitativen Auswertung der Chromato- 
lem FF gramme. 


ie ‘ Diese Versuche wurden unter Anwendung der drei iiblichen Aus- 
€t- F wertungsverfahren (Ausmessen der FleckgréBe, Photometrieren nach 
eri- F 8 . oY 

‘er | Transparentmachen des Papiers, Eluieren der getrennten Substanzen) 

' auf Plasmalogene angestellt. 

gCl, Die Beziehung zwischen FleckgréBe F (planimetrisch gemessen) und Menge m 

. an F der Substanz 

ent- & F=k-logm 

arten 


rim f gilt auch fiir Plasmalogen mit hinreichender Genauigkeit, wenn man eine Ver- 
n als f diinnungsreihe desselben Phosphatids priift. Vergleicht man aber verschiedene 
1ach- | Phosphatidgemische miteinander, so gilt diese Beziehung keineswegs. Der Grund 
denn |) hierfiir ist darin zu sehen, daB fiir die FleckgréBe nicht die Menge des Plasmalogens 
yenso | allein verantwortlich ist, sondern in erster Linie die des Esterphosphatids, da eine 
Igen- |) Trennung beider nicht erfolgt. Die Menge des Plasmalogens auBert sich nur in der 
ckelt | Farbintensitat des Flecks, nicht in seiner GréBe. 
iihrt, | Zum Photometrieren muBte das Papier zunaichst transparent gemacht 
n. in | werden. Das gelang dadurch, da man die Chromatogramme sofort nach dem 
nger. |) Farben (noch feucht) 10 Min. in ein Gemisch von 10 Vol.-TIn. Glycerin und 3 Vol.- 
» Tn. SO,-Lésung (hergestellt nach), das mit Amylalkohol gesittigt worden war, 
»einlegte. Die mit dem Extinktionsschreiber (Zeiss) aufgezeichneten Kurven ergaben 


nks, | “ie geniigend scharfe Grundlinie; jedoch war die Absorption etwas gering, da 





- * noch nicht veréffentlicht. 
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mit dem iiblichen Filter (Schwerpunkt von 580 mu) gearbeitet wurde. Nach 
spektrophotometrischen Messungen liegt das Absorptionsmaximum des Farb. 
stoffs bei 560 my. Ein solches Filter stand uns jedoch noch nicht zur Verfiigung*; 
es ist aber anzunehmen, daf damit befriedigende Extinktionskurven erhalten 
werden kénnen. 

Die auf dem Papier getrennten Phosphatide lieBen sich merkwiirdigerweise 
nicht mehr eluieren. Die hierbei angestellten Versuche ergaben folgendes: Wurde 
das Papier mit Aceton oder Glycerin vorbehandelt, dann die Phosphatidlésung 
aufgetragen, so war das Phosphatid mit CCl, und anderen Lésungsmitteln voll. 
standig eluierbar. Wurde das Papier jedoch mit glyceringesattigtem Aceton vor. 
behandelt, so war das Plasmalogen nicht mehr eluierbar, wohl aber andere Lipoide, 
Dieser Effekt trat jedoch nicht immer so deutlich ein; offenbar ist er vom Mengen. 
verhaltnis der im Lipoidgemisch vorhandenen Stoffe abhangig. 

Die Untersuchungen wurden durch Mittel der Deutschen Forschungs. 
gemeinschaft unterstiitzt. 


Zusammenfassung 


Die papierchromatographische Trennung von Cholin-Plasmalogen, 
Nicht-Cholin-Plasmalogen und freiem Plasmal wird durch Entwickeln 
mit glyceringesattigtem Aceton erméglicht. Die Trennung ist anwendbar 
auf in organischen Lésungsmitteln geléste Phosphatidgemische, waBrige 
Phosphatid-Emulsionen, Blutserum und waBrige Homogenate. Die dabei 
auftretenden St6rungen durch Aldehyd-Verunreinigungen der Lésungs. 
mittel, durch Autoxydation von freiem Plasmal und ungesattigten 
Verbindungen (,,Verdorbenheitsreaktion“‘) lassen sich durch einfache 
Ma8nahmen verhindern. 

Zur Feststellung von freiem Plasmal und zur Lésung vieler anderer 
Fragen eignet sich eine Tiipfelprobe. 


Summary 


Choline plasmalogen, non-choline plasmalogen and free plasmal 
can be separated paper chromatographically using development with 
acetone saturated with glycerine. The separation can be applied to 
phosphatide mixtures dissolved in organic solvents, aqueous phosphatide 
emulsions, blood serum and aqueous homogenates. Interference caused 


by aldehydic impurities in the solvents and by autoxidation of freef 
plasmal and unsaturated compounds can be readily climinsted. Free f 


plasmal can be determined by means of spot tests. 


* es soll demnachst im Handel erhaltlich sein. 
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Ein in Hefezellsaft enthaltenes thermostabiles Agens 


von biologisch O,-substituierender Funktion 
Von 
F. Windisch, W. Nordheim und W. Heumann 


Aus dem Institut fiir Medizin und Biologie der Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin, 
Abteilung Krebsforschung/Zellphysiologie (Leiter Prof. Dr. F. Windisch) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. September 1956) 


In der Gruppe der aerob zuckerspaltenden Zellen, zu denen be- 
kanntlich u. a. auch die Krebszellen gehéren!, besitzen nachgewiesener- 
maBen die Giarhefen die bemerkenswerte Eigenschaft?, daB sie im 
anaeroben Substrat iiber eine Reihe von Passagen vermehrungsfihig 
bleiben. Von Generation zu Generation vermindert sich jedoch ihr 
Proliferationsvermégen, bis sie schlieBlich in den anabiotischen Zustand 
iibergehen, d.h. trotz optimaler Ernihrungsbedingungen ginzlich zu 
wachsen aufhéren, ohne daB sie dabei ihre Gartatigkeit einstellen®. 

Zur Versté1dlichmachung der anaeroben Vermehrungsverhiltnisse ist 
in Abb. 1 der Ablauf einer anoxybiotischen Diminutionsziichtung dar- 
gestellt. Auf der Ordinate sind die Gesamt- bzw. Endzellenzahlen ver- 
zichnet, auf der Abszisse die Tage bzw. Passagen. Schon bei der ersten 
0,-freien Fihrung zeigt es sich, daB die Proliferationsfihigkeit gegentiber 
dem oxybiotischen Vergleichsansatz betrachtlich abnimmt. Dennoch 
bleibt das Vermehrungsvermégen — allerdings mit deutlich absinkender 
Tendenz — iiber eine weitere Reihe von Passagen erhalten; erst all- 


_ mahlich tritt vollstandiger Wachstumsstillstand (Anabiose) ein. Die 


caused B gleiche Veranlagung, jedoch mit graduellen Unterschieden, ist anschei- 


nend allen aeroben Zuckerspaltern zu eigen, soweit sich dies nach 


In O,-Reaktivierungsversuchen* haben wir nachgewiesen, da es 


' nicht méglich ist, die anoxybiotisch induzierte Zytostase mittels kurz- 


10. Warburg, Biochem. Z. 142, 317 [1923]; F. Windisch, H. Haehn 


_u. W. Heumann, Z. Naturforsch. 8b, 463 [1953]. 


2 F. Windisch, W.Heumann u. Chr. Goslich, Z. Naturforsch. 8b, 


305 [1953]; F. Windisch, H. Haehn u. W. Heumann, Arch. f. Geschwulst- 
\ forsch. 6, 64 [1953]. 


3 F. Windisch, W. Heumann u. Chr. Goslich, Biol. Zbl. 74, 646 [1956]; 


_ F. Windisch u. W. Nordheim, Biol. Zbl. (im Druck). 


4 F. Windisch, W. Heumann u. Chr. Goslich, Z. Naturforsch. 8b, 305 
[1953], vgl. S. 310—311. 
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fristiger Aerationsst6Be aufzuheben; auch mikroskopisch ist bei initialer 
O,-Einwirkung kein Anzeichen von Proliferation zu erkennen. Erst 
beim Ubergang zur systematischen Phasenbeliiftung setzt allmahlich 
die Zellvermehrung ein und schreitet, entsprechend der periodischen 
Beliiftungsvornahme, successiv bis zu einem relativen Wachstunis- 
maximum fort. Dieses liegt allerdings, wie von uns kontrollmabig 
ermittelt wurde, unter dem der kontinuierlich beliifteten Ansatze. Die 
Frage nach dem Modus der Sauerstoffunktion bei anoxybiotisch hervor- 
gerufener Wachstumssistierung beantwortet sich also dahingehend, da8 
der aerobe Reaktivierungsproze8 nicht durch einen initialen O,-Effekt 
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90 , | Abb. 1. Vergleichende oxy- und 
S 2 if anoxybiotische Zellvermehrung 
0 poy sae von Saccharomyces carlsbergensis, 
£30 H 5 Stamm U: 1 Zellenzahl je Tag 
5 q ge aerob; 2 Endzellenzahl je Pas- 
Sy ae j 
320 tims sage aerob; 3 Zellenzahl je Tag 
540 } ee inl _| anaerob; 4 Endzellenzahl je Pas- 
Ha = egal | sage anaerob. 
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ausgelést wird, sondern zeitlich abhaingig ist von dem in Reaktion 
befindlichen Sauerstoff, weicher seinerseits, wie bereits bei fritherer 
Gelegenheit von uns festgestellt wurde®, in quantitativer Relation zur 
proliferierenden Zellmasse steht. 

Um niaheren Einblick in die respiratorische Energiereservebildung 
zu gewinnen, versetzt man die anabiotischen Zellorganismen — unter 
Einhaltung streng anaerober Versuchsbedingungen (galvanometrischer 
O,-Test) — mit desoxygenisiertem Hefekochsaft + Glucose bzw. Malz- 
wiirze (Glucose und Malzwiirze sind allein unwirksam).. Dadurch kommt 
die Zellvermehrung, ohne daf irgendwie Sauerstoff interveniert, nach 
zwei- bis dreitagiger Inkubationszeit wieder in Gang und intensiviert 
sich noch in den darauffolgenden anaeroben Impfpassagen, wenn hierbei 
gleichfalls mit desoxygenisiertem Hefekochsaft + Glucose bzw. Malz- 
wiirze komplementiert wird. 

Unter Zugrundelegung des accessorischen Wirkungsprinzips ge- 
langten wir so zu dem bemerkenswerten Befund, daB im Hefezellsaft 
ein thermostabiles Agens enthalten ist, welches in generativer Hinsicht 
den Sauerstoff metabolitisch zu substituieren vermag. Im Versuchsteil 
bringen wir hierzu die methodischen und zahlenmaBigen Belege. 


5 F. Windisch, Ergebn. Enzymforsch. 2, 169 [1933]. 
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Beschreibung der Versuche 


A. Gewinnung des anabiotischen Zellmaterials 


Bei der anoxybiotischen Passagenziichtung bedienten wir uns einer physi- 
kalisch fundierten, absolut anaerob durchgebildeten Verfahrensweise, die ein 
steriles Manipulieren unter Einhaltung normaler physiologischer Bedingungen 
gestattet. Die hierzu gehorige apparative Anordnung erméglicht es, sowohl O,-freie 
Kulturen galvanometrisch kontrolliert anzulegen, als auch deren Weiterimpfung 
baw. Ernte nach eingetretener Zytostase ohne jeglichen Zutritt von Sauerstoff 
vorzunehmen. Im periodischen ProzeB werden die Zellen jedes Mal wieder in ein 
frisches anaerobes Nahrsubstrat iibergeimpft, so daB sie auf diese Art, bei stets 
optimaler Versorgung mit Niahrstoff, fiir langere Zeit ihre unbeeintrachtigte bio- 
logische Beschaffenheit beibehalten. 
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Abb. 2. Apparatur zur O,-freien Passagen- und Anabioseziichtung: 1 Desoxy- 

genisierungsvorlage mit CrCl,-Lésung; 2 Waschflasche mit Wasser; 3 Impf- 

kélbchen; 4 Kolben mit Ausgangs-Kultur; 5 Kolben fiir neue Kultur; 6 O,-MeB- 
zelle (nach Tédt); 7 steriles Wattefilter. 


- — VorgangI; --- Vorgang II; — - — Vorgang III. 








Die desoxygene Versuchsgestaltung, tiber die wir an anderer Stelle® bereits 
eingehend berichtet haben, wurde im Laufe der Entwicklung weiterhin modifiziert 
und vereinfacht. Im Prinzip vollzieht sich auch jetzt noch der Gang des anoxy- 
biotischen Ziichtungsverfahrens in drei aufeinanderfolgenden Etappen. Wie aus 
der halbschematischen Darstellung (Abb. 2) zu entnehmen ist, umfaBt Vorgang I 
das Anlegen der O,-freien Kultur, Vorgang II die darauffolgende Passagen- 
impfung und Vorgang III den elektrochemischen O,-Test nach Tédt?. 

Um vollstindig anaerobe Versuchsbedingungen zu erreichen, benutzten wir 
reinen Gliihlampenstickstoff, der zur Entfernung geringster Anteile von Sauerstoff 
durch eine frisch reduzierte CrCl,-Lésung geleitet wird. Die Beimpfung der Aus- 
gangskultur erfolgt mit Hilfe eines etwa 20 ml fassenden Impfkélbchens 3 (vgl. 
Abb. 2), das mit einem KultivierungsgefaiB 4 verbunden ist und auf diese Weise 
die O,-freie Uberimpfung und Weiterziichtung des Organismengutes ermdglicht. 
Zwecks Ansatz einer neuen Passage wird der das vermehrte Zellgut enthaltende 
Kolben 4 an einen zweiten 5 angeschlossen, welcher mit frischem Nahrsubstrat 
beschickt ist. Dieses wird nun zuniachst fiir sich desoxygenisiert, ebenso der 


6 F. Windisch, H. Haehn u. W. Heumann, Arch. f. Geschwulstforsch. 
6, 64 [1953], vgl. S. 66—69. 

7 F. Tédt, Z. Elektrochem. 54, 485 [1950]; Gemeinschaftsarbeit v. F. Todt 
u. G. Teske sowie von F. Windisch, W. Heumann u. Chr. Goslich, Biochem. 
Z. 328, 192 [1952]. 
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Leitungsweg zwischen den beiden Kolben 4 und 5. Hiernach kann sauerstofffrej 
weitergeimpft werden. Nach dieser Methode sind alle Voraussetzungen zur villig 
anaeroben und sterilen Anabioseziichtung erfiillt. Um die gesamte Apparatur 
unter sicherer anoxydischer Kontrolle zu halten, wird von Zeit zu Zeit auf die 
Tédtsche O,-MeBzelle umgeschaltet (Vorgang III). 

Vollkommener GasabschluB ist bei den einzelnen Ziichtungskolben durch die 
Verwendung spezieller, mit zaihem Ramsayfett -abgedichteter Normalschliff. 
Dreiweghahne gewihrleistet. Dariiber hinausgehend werden die Kultivierungs. 
gefaBe waihrend der Wachstumsperioden in gasdicht verschraubten Metallkasten 
aufbewahrt, die wiederum mit Reinststickstoff gefiillt sind. Die Sperrfliissigkeit 
in den Gasableitungsrohren besteht aus fliissigem Paraffin. 

Die Anabiosezellen fiihrten wir aus Saccharomyces carlsbergensis, Stamm U, 
her, der unserer ReinzuchtsammJjung entnommen war. Zur Aufzucht diente 
10,5-proz. Malzwiirze. 


B. Bereitung des Hefezellsaftes 


Als Ausgangsmaterial fiir die Bereitung des Hefezellsaftes nahmen wir 
untergirige Kulturhefe (Sacch. carlsbergensis), die mehrmals im Betrieb gefiihrt 
war. Sie wurde 3—4 mal mit Leitungswasser ausgewaschen und auf einer Spindel- 
presse abgepreBt. Nach dieser Vorbehandlung bréckelten wir die Hefemasse in 
eine Porzellanschale ein und erhitzten etwa 2 Stdn. auf dem Wasserbad, bis zur 
vollkommenen Verfliissigung. Den abgekiihlten viscosen Extrakt vermischten wir 
darauf mit etwas Kieselgur und filtrierten unter Vak. ab. Der diinnfliissige braune 
Extrakt wurde aufgekocht, um das noch enthaltene koagulierbare EiweiB aus- 
zuflocken, und nochmals filtriert. Der so geklirte Hefezellsaft wurde zu den 
Ansatzen verwendet. 


: C. Durchfiihrung der Versuche 
Alle Manipulationen im Zusammenhang mit der O,-substituierenden Wachs- 
tumsreaktivierung wurden unter streng anaeroben Bedingungen vorgenommen, 
wie sie unter A bei Herfiihrung des Anabiosematerials beschrieben worden sind. 


Testung der anoxybiotischen Wachstumsreaktivierung von anabio- 
tischen Hefezellen unter Einwirkung verschiedener Substrate. 





Anfangszellen- Endzellen- 
Substrate zahl/mm* zahl/mm* 





Erste reaktivierende Passage 














Malzwiirze ......... 900 unverandert 
Hefezellsaft. ........ 800 7000 
Hefezellsaft + Glucose. .. . 500 14000 
Hefezellsaft + Malzwiirze . . 600 17000 
Zweite reaktivierende Passage 
Malzwiirze ......... 600 unverandert 
Hefezellsaft. ........ 600 6500 
Hefezellsaft + Glucose. .. . 700 17000 
Hefezellsaft + Malzwiirze . . 550 19500 
Dritte reaktivierende Passage 
Malzwiirze ......... 400 unverandert 
Hefezellsaft. ........ 900 7000 
Hefezellsaft + Glucose. .. . 500 17000 
Hefezellsaft + Malzwiirze . . 800 23000 
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rei Die anab‘otisch geernteten Hefezellen (totale Zytostase)® gelangten zwecks 
lig variierender {stung in folgende 4 Substrate zur Einsaat: 1. 12-proz. Malzwiirze, 
ur 2, purer Hefezellsaft, 3. Hefezellsaft + Glucose (10-proz. in bezug auf Gesamt- 
lie konzentration), 4. Hefezellsaft + 22-proz. Malzwiirze im Verhaltnis 1:1. 
In der Tabelle sind aufeinanderfolgend 3 reaktivierende Passagen wieder- | 
lie gegeben, die sich in jeder Gruppe auf die bezeichneten 4 Substrate erstrecken. . 
ff- Das entscheidende Ergebnis profiliert sich aus den mitgeteilten Anfangs- und 
y8- Endzellenzahlen. 
en Vergleicht man die einzelnen reaktivierenden Passagen in Tab. 1 unter- 
eit einander, so tritt in den Versuchen mit Hefezellsaft unter Zusatz von Glucose bzw. 
Malzwiirze — bei fortgesetzter Fiihrung — eine ansteigende proliferagene Tendenz 
U, zutage, die im letzteren Falle (Hefezellsaft + Malzwiirze) am eklatantesten zum 
ite 
| 4 
E40 4 
vir Abb. 3. Anoxybiotische Wachstumsreak- = 
art tivierung von Anabiosehefe (Saccharo- 2 ms oo 
a. § myces carlsbergensis, Stamm U) unter Ver- s 2 
be wendung verschiedener Substrate: § < 
vir | 1 Anabiose in Malzwiirze; 2 Kochsatt §” 5 
ne allein; 3 Kochsaft + Glucose; 4 Koch- 5 g a 
is § saft + Malzwiirze. 3 
en — N 
Anabiose 1 
Po eos ee. § 
Passagen -— 
ns- ff 
, Ausdruck kommt. Gleichzeitig pragt sich hierbei maximal (Vermehrungsquote) der 
id. 0,-substituierende Effekt aus. In Malzwiirze bleiben die Zellen anabiotisch, wie 


es dem Ablauf der Diminutionsziichtung entspricht. Aber auch im puren Hefezell- 
) saft kommt das Wachstum vorzeitig zum Stillstand, weil es dem Medium an Zucker 
' mangelt und bereits nach kurzer Zeit anglykobiotische Verhaltnisse vorherrschen. 
; Das Ergebnis einer zweiten Versuchsserie, die grundsitzlich mit der ersten 
(s. Tab.) iibereinstimmt, zeigt Abb. 3. Man ersieht hieraus instruktiv, daB bei fort- 
gesetzter Weiterfiihrung in Malzwiirze iiber simtliche Passagen hinweg die Proli- 
feration der Anabiosezellen sistiert bleibt. Unter Beifiigung von Hefezellsaft da- 
gegen macht sich deutlich die O,-substituierende Wachstumsreaktivierung gel- 
tend, die bei Zusatz von Hefezellsaft allein am geringsten ist und in Komple- 
mentierung mit Malzwiirze ihr Maximum erreicht. 


Gere oo Pd 


Zusammenfassung 


Durch O,-Entzug anabivtisch gewordene Hefezellen, die normaler- 
weise nur bei ausreichender Sauerstoffversorgung wieder proliferieren, 
kénnen mittels Zusatz von Hefezellsaft — unter Einhaltung streng 
anoxybiotischer Versuchsbedingungen — generativ reaktiviert werden. 
, Am starksten tritt der Effekt der anoxydischen Wachstumsreaktivierung 

in Erscheinung, wenn der Zellsaft in Verbindung mit Malzwiirze an- 

gewendet wird, etwas geringer, wenn dem Zellsaft Glucose zugesetzt 

wird, und am schwachsten, wenn purer Zellsaft gegeben wird. Glucose 
| bzw. Malzwiirze allein sind unwirksam. 


oe, Windisch, W. Heumann u. Chr. Goslich, Biol. Zbl. 74, 646 [1956]. 
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Mit der generativen Reaktivierung von anabiotischen Hefezellen 
durch Hefezellsaft unter streng anoxybiotischen Verhaltnissen ist zu- 
gleich der Nachweis geliefert, dai im Zellsaft von Garungshefen ein 
biologisch O,-substituierendes Agens (respiratorische Energiereserve) 
enthalten ist. 

Summary 


Yeast cells rendered anabiotic by exclusion of oxygen undergo 
generative reactivation when treated with yeast cell juice under rigorous 
anoxybiotic conditions. Normally such cells only proliferate with ade. 
quate oxygen supply. The anaerobic growth reactivation is strongest 
when the cell juice is employed together with wort, somewhat weaker 
when glucose is added to the cell juice and weakest when pure cell 
juice is supplied. Glucose and wort alone are inactive. The generative 
reactivation of anabiotic yeast cells by yeast cell juice under rigorous 
anoxybiotic conditions indicates that the cell juice of yeasts contains a 
biological agent which acts as a respiratory energy reserve or, in other 
words, can replace oxygen. 
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Uber das Plasmalogen des Blutserums 


Von 
P. Bohm und G. Richarz 


Aus der Medizinischen Universitatsklinik Bonn, Direktor: Professor Dr. P. Martini 
(Der Schriftleitung zugegangen am 28. September 1956) 


Herrn Professor Dr. Dr. h.c. E. Klenk zum 60. Geburtstag gewidmet 


Stepp, Feulgen und Voit! haben 1927 das Vorkommen von 
Plasmalogen im Serum mitgeteilt. 1939 fanden Feulgen und Bersin? 
bei Untersuchungen zur Konstitutionsaufklarung nur colaminhaltiges 
Acetalphosphatid*. Ihr Ausgangsprodukt war Rindermuskulatur. In 
einer 1951 veréffentlichten Methode zur Plasmalbestimmung des Serums 
nahmen Feulgen, Boguth und Andresen® bei der Faktorberechnung 
an, daB im Blutserum ebenfalls colaminhaltiges Plasmalogen vorliegt. 
Obwohl sich in letzter Zeit viele Autoren mit dem Plasmalogen des 
Serums beschaftigten (Zusammenfassung siehe Thiele*), wurde unseres 
Wissens nie dessen Stickstoffkomponente untersucht. 

In den letzten Jahren wurde jedoch neben colaminhaltigem auch 
serin- und cholinhaltiges Plasmalogen gefunden. Klenk und Béhm?’ 
sowie Amelung und Bohm § zeigten, daB im Gehirn des Menschen neben 
colaminhaltigem auch geringe Mengen serinhaltiges Plasmalogen vor- 
kommen. Cholinhaltiges Plasmalogen wiesen zuerst Klenk und Gehr- 
mann® im Rinderherzen, wenig spiter Thiele!® im Hihnerei nach. 
Im Rahmen unserer papierchromatographischen Untersuchungen tiber 
Lipoide zeigte es sich, daB in den Phosphatiden des Blutserums das 
Plasmalogen vorwiegend cholinhaltig ist. Daneben fanden sich auch 
kleinere Mengen an colaminhaltigem Plasmalogen. Serinhaltiges Plasma- 
logen lieB sich nicht nachweisen. Die papierchromatographischen Be- 
funde wurden durch praparative Untersuchungen erhartet. 


* Klenk und Debuch® sowie Debuch? zeigten, daB das von Feulgen 
isolierte Acetalphosphatid ein partielles Spaltprodukt des natiirlichen Plasmalogens 
ist. Dem Vorschlag Thieles® folgend, bezeichnen auch wir das genuine Produkt 
als Plasmalogen, das von Feulgen und Bersin isolierte Produkt als Acetal- 
phosphatid. 

1 W. Stepp, R. Feulgen u. K. Voit, diese Z. 181, 284 [1927]. 

2 R. Feulgen u. T. Bersin, diese Z. 260, 217 [1939]. 

3 E. Klenk u. H. Debuch, diese Z. 296, 179 [1954]; 299, 66 [1955]. 

4 H. Debuch, diese Z. 304, 109 [1956]. 

5 0. W. Thiele, Arztl. Forsch. 10, 363 [1956]. 

6 R. Feulgen, W. Boguth u. G. Andresen, diese Z. 287, 90 [1951]. 

7 KE. Klenk u. P. Bohm, diese Z. 288, 98 [1951]. 

*’ D. Amelung u. P. Bohm, diese Z. 298, 199 [1954]. 

® E. Klenk u. G. Gehrmann, diese Z. 292, 110 [1953]. 

10 O. W. Thiele, diese Z. 299, 151 [1955]. 
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Beschreibung der Versuche 


Bei der Darstellung der Serumphosphatide hielten wir uns im wesentlichen an 
eine von Delsal!! angegebene Methode. Diese besteht darin, daB die Lipoide 
unter EiweiBfallung mit Methylal/Methanol extrahiert werden. Durch Aus- 
schiitteln mit Petrolaéther lassen sich Neutralfette und Sterine weitgehend aus dem 
Extrakt entfernen. Die Phosphatide erhailt man nach Abdampfen der Lésungs- 
mittel aus dem waBrigen Riickstand ebenfalls durch Ausschiitteln mit Petrolather. 
Alle Arbeitsginge, auch die papierchromatographischen Untersuchungen, wurden 
unter Stickstoff ausgefiihrt. 98% des Lipoid-Phosphors fanden sich im zweiten 
Petrolatherextrakt. Ausgehend von 60 ccm Serum betrug die Ausbeute an Roh- 
phosphatid 165 mg. Der Phosphorgehalt betrug 2,2%. 

0,005 ccm (Verdiinnung 118,5 mg/2 cem Chloroform): d = 1 cm, F = 15,0, 

E = 0,440 (0,448), entspr. 6,6 (6,7) y P (nach eigener Methode?”). 

Die hier angewandte papierchromatographische Technik wurde schon friiher 
beschrieben®. Neben den beschriebenen Farbreagenzien fiir Lecithin benutzten 
wir mit gutem Erfolg eine Dipikrylamin-Magnesiumlésung, die von Ackermann 
und Ackermann zum Cholinnachweis verwendet wurde. Wie wir!? an anderer 
Stelle noch ausfiihrlich mitteilen werden, 1a3t sich die echte Plasmalfarbung von 
einer Pseudoplasmalfirbung papierchromatographisch dadurch unterscheiden, 
daB man auf das aufgetragene Phosphatid 1 Tropfen einer 0,25-proz. waBr. HgCl,- 
Lésung einwirken 14Bt. Hierdurch werden, wie Feulgen und Voit schon friher 
festgestellt hatten, die Aldehyde sehr schnell abgespalten. Diese lassen sich von 
den Esterphosphatiden und den entstandenen Lysoverbindungen papierchromato- 
graphisch gut abtrennen. 


Wie aus Abb. 1 ersichtlich wandern die plasmalhaltigen Phosphatide 
des Serums in Hohe der Lecithinposition. Sie geben die fir Lecithin 
charakteristischen Farbreaktionen. Die durch HgCl, abgespaltenen Al- 
dehyde befinden sich deutlich oberhalb dieser Position. Die entstandenen 
Lysoverbindungen lieBen sich wegen ihrer geringen Menge nicht an- 
firben. Am Startfleck fand sich nur eine ganz schwache Plasmal- 



































Ar @E 
y p . " ‘ Abb. 1. A 200 y Serumphosphatid; B 
LZ ; Uj ] Ap 200 y Serumphosphatid + 1 Tropfen 
i 4 0,25-proz. waBr. HgCl,-Lésung; C Leci- 
‘ thin (Testsubstanz) ; D Colamin-Kephalin 
(Testsubstanz). 
I Dipikrylamin-Farbung; II Plasmal- 
Farbung; III Fettfarbung; IV Nin- 
th hydrin-Farbung. 
Suds a Ho — 5 
ABC A B A B 0 
T T _ - 


11 J. L. Delsal, Bull. Soc. chim. France 36, 1329 [1954]. 

122 G. Richarz, D. Amelung u. P. Béhm, unveroffentlicht. 

18 R, Ackermann u. D. Ackermann, diese Z. 300, 92 [1955]. 

4 R. Feulgen u. K. Voit, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 
206, 389 [1924]. 








) 


]- 
n- 











Bd. 306 (1957) Uber das Plasmalogen des Blutserums 203 


firbung, die nach HgCl,-Einwirkung ebenfalls nicht mehr nachweisbar 
war. Der Startfleck war nach Chromatographie von 200 y Rohphosphatid 
schwach ninhydrin-positiv. Es handelte sich hier nach Vergleichs- 
chromatogrammen um Colaminkephalin. Da der Ninhydrinfleck auch 
nach Behandlung mit basischem Kupfercarbonat unverindert nachweis- 
bar war, k6nnen wesentliche Mengen von Serinkephalin nicht vorgelegen 
haben®. 

Das dargestellte Serumphosphatid (100 mg) wurde in wenig kaltem Ather 
aufgenommen,, ein geringer unléslicher Riickstand wurde abgetrennt. Nach Ab- 
dampfen des Athers nahm man den Atherléslichen Riickstand (93,8 mg) in 1 eem 
kaltem absolutem Athanol auf, zentrifugierte das Alkoholunlésliche ab und 


wusch zweimal mit 0,5 ccm Athanol aus. Ausb. 4,1 mg Alkoholunlésliches, 8,9 mg 
Alkohollésliches. 


Die in Alkohol unlésliche Substanz verhielt sich papierchromato- 
graphisch wie Colaminkephalin: Wahrend sie in wassergesattigtem 
Phenol unterhalb der Lésungsmittelfront wanderte, blieb sie in Amyl- 
alkohol-Aceton 7:3 am Startfleck. Im Phenolchromatogramm war in 
Hohe des Serinkephalins keine Ninhydrinfaérbung erkennbar. Nach Be- 
handeln mit HgCl, und Wanderung in Amylalkohol-Aceton 7:3 fand 
sich ein plasmalpositiver Fleck unterhalb der Losungsmittelfront in 
Hohe der freien Aldehyde, wihrend die nicht mit HgCl, behandelte 
Substanz am Startfleck plasmalpositiv war. Bei der Untersuchung des 
Chromatogramms auf seinen Phosphorgehalt (iiber die Methode werden 
wir an anderer Stelle berichten !*) fand sich der gesamte Phosphor am 
Startfleck. Der Plasmalgehalt der Substanz betrug 0,97%, ihr Phosphor- 
gehalt 2,45 (2,50). 

0,006 ccm (Verdiinnung 3,4 mg/0,1 cem Chloroform): d = 1cm, F = 15,0, 

E = 0,335 (0,339), entspr. 5,0 (5,1) y P. — 0,1 ccm (Verdiinnung 0, 22: 300): 

d =1em, F = 12,5, H = 0,057, entspr. 0,71 y Plasmal (ber. als Dimethyl- 

acetal; Methode nach Feulgen und Mitarbb.*). 

Dem vorliegenden Phosphatid muBten also noch fettlésliche 
Substanzen beigemengt sein, da nach der Phosphoranalyse nur 65°% der 
Substanz wahres Phosphatid darstellten. Dieses enthielt demnach 1,6°% 
Plasmal. Somit betrug der Anteil des Plasmalogens* an dem colamin- 
haltigen Phosphatid 4,1°, 

45mg der alkoholléslichen Fraktion wurden nach Hanahan, 
Turner und Jayko” iber eine Al,O,-Saiule chromatographiert. Die so 
erhaltene Substanz (32,5 mg) war ninhydrin-negativ. Sie verhielt sich 
papierchromatographisch wie das Rohphosphatid. In Héhe des Lecithins 
fand sich ein deutlich plasmalpositiver Fleck. Nach HgCl,-Einwirkung 
war stattdessen wieder der Aldehyd dicht unterhalb der Front nachweis- 
bar. Der Startfleck war ninhydrin- und plasmal-negativ. Der Plasmal- 


. gehalt der Substanz betrug 1,38, ihr Phosphorgehalt 2,23 (2,28)%. 





16D. J. Hanahan, M.B. Turner u. M.E. Jayko, J. biol. Chemistry 192, 


| 623 [1951]. 


* Der Berechnung liegen folgende mittleren Molekulargewichte zugrunde: 


; Dimethylacetal 300, colaminhaltiges Plasmalogen 762, cholinhaltiges Plasma- 
‘ logen 794. 
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0,01 cem (Verdiinnung 29,1 mg/l ccm Chloroform): d = lem, F = 15,0, 

E = 0,432 (0,442), entspr. 6,5 (6,6) y P. — 0,l ccm (Verdiinnung 1:50): 

d =1cem, F = 6,25, E = 0,221, entspr. 4,15 y Plasmal (ber. als Dimethyl- 

acetal). 

Das Lecithin-Praparat enthielt also nur 60°, wahres Phosphatid, 
dessen Plasmalgehalt sich demnach auf 2,35°,, entspr. 6,12°, cholin- 
haltigem Plasmalogen*, berechnete. Nach Behandlung mit Aceton stieg 
der Phosphorgehalt in der acetonunléslichen Fraktion auf 3,31 (3,18)°%. 
Der Plasmalwert sank, ber. auf das Phosphatid, auf 1,97°,. In der aceton- 
léslichen Fraktion fiel der Phosphorgehalt auf 1,04 (1,11)°,, wahrend 
der Plasmalgehalt auf 3,74°,,, berechnet auf das Phosphatid, anstieg. 
Die Acetonléslichkeit des cholinhaltigen Plasmalogens steht in Uber. 
einstimmung mit Befunden von Klenk und Debuch® (1955). 

Die Untersuchung der Serumphosphatide wird fortgesetzt. 

Die Arbeit wurde durch Mittel der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
unterstititzt. ° 


Zusammenfassung 


Es wurde festgestellt, daB im menschlichen Blutserum tiberwiegend 
cholinhaltiges Plasmalogen vorkommt, wahrend colaminhaltiges Plasma- 
logen nur in geringer Menge nachgewiesen werden konnte. Serinhaltiges 
Plasmalogen wurde nicht gefunden. 


Summary 


It has been shown that choline-containing plasmalogen predo- 
minates in human blood serum. Colamine-containing plasmalogen is 
only present in small amounts while serine-containing plasmalogen 
was not detected. 


* Vgl. Anm. * S. 203. 
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Untersuchungen iiber die proteolytische Wirkung 
ces Saftes der Kartoffelknolle 
If. Mitteilung 
Von 
A. Niemann 


Aus dem Institut fiir Biochemie der Biologischen Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft, 
Hann.-Miinden (Direktor: Oberreg.-Rat Dr. E. Pfeil) und dem Agrikulturchemischen Institut der 
Universitit Géttingen (Direktor: Prof. Dr. F. Scheffer) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Oktober 1956) 


In der ersten Mitteilung! wurde iiber die Ahnlichkeit des proteo- 
lytischen Fermentes aus dem Saft der Kartoffelknolle mit Papain 
berichtet und eine Bestimmungsmethode mit Casein als Substrat an- 
gegeben. In dieser Arbeit werden Versuche zur Anreicherung des Fer- 
mentes und zur Trennung vom itibrigen EiweiB beschrieben. 

Nur eine der von Turba und Schaffner? beschriebenen Methoden 
zur Anreicherung des Papairts aus dem Pflanzensaft fiihrte zu einem 
kristallisierten Fermentpraparat. Balls und Lineweaver? extrahierten 
den frischen Milchsaft der Friichte des Melonenbaumes mit Kalium- 
eyanidlésung, fallten daraus das Ferment mit Ammoniumsulfat, tiber- 
fihrten es in alkoholische Lésung und erhielten durch Zugabe von 
Lithiumsulfat ein hochwirksames krist. Papainpraiparat. Fiir die Ge- 
winnung eines hochwirksamen Fermentpraparates aus dem Knollensaft 
der Kartoffel wurden auBer dieser noch andere Methoden angewendet 
und ihre Eignung durch Messung der Proteolyse von Casein! festgestellt. 
Spiter wurde die Papierelektrophorese zur Untersuchung der An- 
reicherung des Fermentes und seines elektrischen Verhaltens heran- 
gezogen. 


Methodik 


a) Anreicherung aus dem Knollensaft 

Durch Mischung des zentrifugierten Knollensaftes mit Methanol oder Aceton 
in verschiedenen Verhialtnissen bei niedriger Temperatur entstanden wasserlésliche, 
fermenthaltige Sedimente. Die Bestimmung der Fermentwirkungen in Sedimenten 
und iiberstehenden Lisungen zeigte aber, daB bei dieser Behandlung das Ferment 
im Vergleich zum Rohsaft gréBtenteils irreversibel inaktiviert wurde. Auch pH- 
Verschiebungen verbesserten die Ausbeute nicht. 

Der Versuch, die unterschiedliche thermische Stabilitat kolloider EiweiB- 
lésungen zur Anreicherung auszunutzen, miBlang wegen der bereits friiher’ fest- 
gestellten Inaktivierung des Fermentes bei Temperaturerhéhung. 


1 A. Niemann, diese Z. 305, 196 [1956]. 
? F. Turba u. A. Schaffner, Fermentforschung 17, 63 [1942]. 
3 A. K. Balls u. H. Lineweaver, J. biol. Chemistry 130, 669 [1939]. 
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Lerman* gelang die Anreicherung der Tyrosinase des Champignons durch 
Adsorption an ein festes Substrat. Bei einem entsprechenden Versuch mit einer 
Caseinaufschlammung als festem Substrat wurde zwar das Ferment des Knollen- 
saftes adsorbiert; aber bei der anschliefenden Desorption durch Anderung der 
Aciditat ging }. vin Teil des Caseins in Lésung und vereitelte damit die An. 
reicherung. 

Die fiir das 1 apain beschriebene leichte Aussalzbarkeit durch Natriumchlorid 
oder Lithiumsulfat? war beim Knollenferment nicht zu beobachten. Bei hoher 
Sattigung des Saftes mit aiesen Salzen wurden alle Proteine mit dem Ferment 
ausgefallt und nur eine geringe Anreicherung erzielt. Gleichzeitiger Zusatz von 
Methanol wirkte schon in geringen Mengen inaktivierend. 

Erfolgreicher war die fraktionierte Sattigung des Saftes mit festem Ammonium. 
sulfat. Auf Grund von Vorversuchen wurden in 3 gréBeren Ansatzen (V 5—V 7) 
angereicherte Praparate fiir enzymatische und papierelektrophoretische Unter- 
suchungen nach folgendem Schema gewonnen: 

1. Vorfallung mit hoher Sattigung, 

2. Fraktionierte Sattigung der gelésten Vorfallung und 

3. Umfallung der einzelnen Fraktionen. 


b) Papierelektrophorese 

Die Papierelektrophoresen wurden im ,,Elphor-H“-Gerit (Bender & Hobein, 
Miinchen) nach GraBmann?® ausgefiihrt. Dabei wurden Whatman-I-Papier, ein 
vierfach verdiinnter Veronal-Puffer vom py, 8,6, eine Laufzeit von 3 Stdn. und 
eine Spannung von 250 V gewahit (Stromstirke 2 mA pro Streifen). Bei geringerer 
Pufferverdiinnung und damit héherer Stromstirke verhinderte der_,,Docht- 
effekt‘‘® mehr oder weniger die Wanderung der EiweiBzonen, die nach Anfarbung 
mit Amidoschwarz 10 B sichtbar wurden. In Citrat- und Phosphat-Puffern er- 
schienen die Zonen diffus. Aufgetragen wurden stets 20 cmm einer 2-proz. Eiweib- 
lésung. Die elektrophoretische Wanderung des Fermentes wurde nach seiner 
Extraktion aus den ungefarbten Streifen mit Wasser durch Caseinspaltung nach- 
gewiesen. 


Ergebnisse 
a) Anreicherung 
Fast alle Ammoniumsulfatfaillungen waren in Wasser ohne Riick- 
stand ldslich; mit 50-proz. oder héherer Sattigung unmittelbar aus 
Rohsaft erhaltene Sedimente hinterlieBen beim Lésen jedoch einen 


dligen, teilweise in Ather und Chloroform léslichen Riickstand. Wahrend | 


der Dialyse zur Entfernung des restlichen Ammoniumsulfats bildeten 
sich in einigen Lésungen neue Sedimente (Sekundarsedimente), die in 
Teorell-Puffer? vom pg 10 gelést wurden und im allgemeinen nach 
erneuter Dialyse in Lésung blieben ; sie wurden getrennt weiterverarbeitet. 

In allen Versuchen nahm mit steigender Sattigung die proteolytische 
Wirkung der Sedimente zu. Sie erreichte ein Maximum bei Halbsatti- 
gung, wobei die Wirkung der durch anschlietiende Vollsattigung ent- 
standenen Sedimente sehr niedrig war. Daher wurde in den Versuchen 
5—7 durch Halbsiattigung des Roisaftes eine ,,Vorfaillung‘ hergestellt, 


4 L.S. Lerman, Proc. nat. Acad. Sci. USA 89, 232 [1953]. 

5 W. GraBmann u. K. Hannig, diese Z. 290, 1 [1952]. 

6 F. Scheffer, W. Ziechmann, H. D. Becker u. H.Schliiter, Natur. 
wissenschaften 42. 71 [1955]. 

* T. Teoreil u. E. Stenhagen, Biochem. Z. 299, 417 [1939]. 
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rch um das Eiweif mit dem Ferment von leicht léslichen Begleitstoffen zu 
ner trennen. AuBerdem konnte nun leicht die fiir die Fraktionierung giinstige 
a EiweiBkonzentration von 1—1,5°% erreicht werden, wie die Vorversuche 
An. ergeben hatten. Bei der Fraktionierung der gelésten Vorfallung war es 

vorteilhaft, mit geringer Sattigung zu beginnen, um viel Sedimente mit 
orid geringer Enzymwirkung abzuscheiden. Durch erneutes Lésen und noch- 
= malige Fallung bei gleicher Sattigung (,, Umfallung“‘) wurde die Wirkung 
von der Sedimente weiter herabgesetzt. Die Fortsetzung der Fraktionierung 

der vereinigten Zentrifugate ergab dann bei 50-proz. Sattigung Sedi- 
4 mente mit maximaler Fermentwirkung. 


In den Versuchen V 5 und V6 wurden Sifte von gesunden und 
virusinfizierten (Blattrollvirus) Knollen der Sorte ,,Ackersegen‘‘ ver- 
wendet (Ernte 1953). Die Vorfallungen mit 50°% wurden einmal wieder- 
holt, jede Fraktion — auBer der letzten — zweimal umgefallt und alle 
Zentrifugate gleicher Salzkonzentration gemeinsam mit der nachst 
héheren Stufe gesattigt. Dabei wurden durch 50-proz. Sattigung bei V5 
eine 12-fache und bei V6 eine 20-fache Anreicherung* erzielt (Tab. 1). 


ein, 

















ein f Es gelang jedoch nicht, die Abscheidung des Fermentes auf eine oder 
und — wenige Fraktionen zu beschrinken. Die Sekundarsedimente traten, 
eae | wie bereits in den Vorversuchen beobachtet, nur bis zu 35-proz. Satti- 
cNt- 

> gung auf. 
duns 
n a ; Im V6 konnte die Anreicherung mit Hilfe der Ablenkungselektro- 
vei. F phorese nach GraBmann® bei sehr kleiner Ausbeute noch gesteigert 
inet | = werden. 
ach- F 

Tab. 1. Extinktionen der Caseinspaltung mit den Praparaten der Versuche 5 und 6 
(rechte Zahlen: Sekundarsedimente). Filter S 72, 10-mm-Kiivette. 

ick. Sattigung V5 V6 
~~ 50% Vorf. I 0,26 0,26 
inen 50°, Vorf.IL | 0,32 0,33 
rend 15°, 0,08 0,21 | 0,14 0,15 
wees 20°%, 0,28 0,30 | 0,20 0,18 
e in 2 25% 0,25 0,30 0,18 0,16 

‘ 30% 0,34 0,25 0,34 0,22 
rach | 35°/, 0.41 0,28 | 0,30 
itet. 40°, 0,43 0,55 
ares 45°, 0,40 0,60 
iti. 50% 0,87 1,26 

Rohsaft, trocken 0,07 0,06 . 

ent- p 
chen | , , 
-ellt, | Im V7 — mit gesunden Knollen der Ernte 1954 — wurde die 

_ Fraktionierung mit geringen Anderungen analog V5 und V6 durch- 

| gefiihrt, die Vorfillung mit 75% einmal wiederholt und die einzelnen 
atur- 4 * Die héhere Fermentwirkung im Versuch 6 (krank) kann durch die Auf- 


bereitung bedingt sein und hat keinen diagnostischen Wert. 
8 W. GraBmann u. K. Hannig, diese Z. 292, 32 [1953]. 
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Fraktionen dreimal umgefallt. (Viruskrankes Pflanzenmaterial stand in 
diesem Versuchsjahr nicht zur Verfiigung.) 

In der Lésung der zweiten Vorfallung bildete sich nach 24 Stdn. 
in gr6Berer Menge ein Sekundirsediment, das abgetrennt und als Neben- 
reihe 1 fraktioniert wurde. Auch aus der Fraktion 35°, schied sich viel 
Sekundarsediment aus, das als Nebenreihe 2 fraktioniert wurde. Bei den 
iibrigen Fraktionen war die Ausbeute an Sekundarsedimenten gering. 

Die Caseinspaltung (Tab. 2) zeigte im Vergleich zu Vers. 5 eine 
unerwartet hohe Fermentwirkung der Fraktionen 25, 30, 35 und 40°... 
Sie wurden nochmals gelést, vereinigt und als Hauptreihe B fraktioniert. 
Infolge der gréBeren Verdiinnung wurden die Fermentwirkungen der 
unteren Fraktionen vermindert und jetzt auch bei 50 und 60°, Sattigung 
Sedimente abgeschieden, wobei die maximale Anreicherung erhéht und 
von 45 auf 50°, verschoben wurde. Dieses Verhalten deutet an, dab 
zwischen den Praparaten benachbarter Sattigungsstufen keine wesent- 
lichen Unterschiede bestehen. Wahrscheinlich enthalten sie mehrere 
Proteine, wie auch auf Grund der papierelektrophoretischen Versuche 
von Pfeil und KanngieBer®?® und von Schwarze! anzunehmen 
ist. Infolge gegenseitiger Adsorption werden die einzelnen Proteine aber 
nicht bei einer bestimmten Sattigung abgeschieden. 

Gleiches gilt fiir die Sekundirsedimente. Sie unterscheiden sich von 
den Primarsedimenten durch geringere Léslichkeit in Wasser und be- 
sitzen vermutlich eine andere Eiweifzusammensetzung. Diese Ver- 


mutung wird gestiitzt durch die Beobachtung, daB bei der Fraktionierung : 
der Nebenreihe 2 bei 35°%, nochmals ein Sekundarsediment entsteht. | 


Offensichtlich wird bei dieser Konzentration eine Proveinfraktion bevor- | 
zugt abgeschieden, die in den Primirsedimenten nicht oder nur wenig [ 


Tab. 2. Extinktionen der Caseinspaltung mit den Praparaten des Vers. 7 (rechte 


Zahlen: Sekundarsedimente). Filter S 72, 10-mm-Kiivette. 





Hauptreihe Nebenreihen 


Satti 
attigung A B 





75°, Vorf. I 0,27 

75% Vorf. II 0,31 

/ 0,02 

0,06 

0,42 0,36 0,23 
0,43 0,33 
0,42 0,34 
0,61 0,41 
0,81 0,62 
0,40 1,05 
60%, 0,37 0,85 

Rohsaft, trocken 0,07 

® W. KanngieBer, Phytopathol. Z. 18, 447 [1952]. 

10 . Pfeil u. W. KanngieBer, diese Z. 296, 79 [1954]. 
1 P, Schwarze, Naturwissenschaften 40, 21 [1953]. 
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enthalten ist. Die Annahme einer Adsorption wird auch durch die gleiche 
Tendenz der Anderung der Enzymwirkungen in den verschiedenen 


| Reihen und durch die Beobachtung gestiitzt, daB nach der Umfallung 


einiger Primarsedimente nochmals Sekundarsedimente bei der Dialyse 


> ausfielen. 


Vergleich der proteolyt. Spaltung von Casein, Himo- 
globin und Kartoffelprotein: In Abb. 1 sind die Extinktionen 
Hamoglobin- und Kartoffelprotein-Spaltung (Autolyse) 
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Abb. 1. Spaltung verschiedener Substrate mit Praparaten des Versuches 7; 


I Hauptreihe B; II Nebenreihe 2. 
a) Hamoglobin, b) Casein, c) Kartoffelprotein. 


gewahlte Einwaagen der Priaparate fiir jedes Substrat liegen die Ex- 
tinktionen im gleichen Bereich. Uber die Unterschiede der Farbwerte, 
die gleiche Fermentpraiparate bei Casein und Himoglobin ergeben, 
wurde bereits in der I. Mitt.1 berichtet. Sie deuten an, daB die Farbstoff- 
bildung von der Zusammensetzung der in Trichloressigsiure loslichen 
Spaltstiicke abhingt. Aus der analogen Anderung der Werte fiir die 
einzelnen Substrate (Abb. 1) und der iibereinstimmenden Aktivierung 
durch Schwefelwasserstoff und Blausiure ist zu folgern, daB in allen 
Praparaten das gleiche Ferment wirksam ist. 


b) Papierelektrophorese 


Pfeil und KanngieBer®!° fanden mit den Methoden von Turba 
und Wieland!!8 und von GraBmann® im Rohsaft der Kartoffel- 
knolle 3 EiweiBzonen. In den Praparaten der oben beschriebenen Versuche 


» wurden mit der Elphor-H-Methode von GraSmann bis zu 6 EiweiB- 


zonen nachgewiesen. Die Lage der einzelnen Zonen ist im oberen Streifen 


> der Abb. 2 zu erkennen. Viermalige Umfallung des Priaparates hat die 


d iuBere anodische Zone abgetrennt und die Konzentrationen der tibrigen 
) Zonen erhdht (unterer Streifen). 








2 F, Turba u. H.J. Enenkel, Naturwissenschaften 37, 93 [1950]. 
8 Th. Wieland u. L. Wirth, Angew. Chem. 62, 473 [1950]. 
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Abb. 2. Elektrophoresestreifen zweier 
Praparate, die 
a) einmal, b) viermal mit 20-proz. 
Ammoniumsulfat gefallt wurden, 


is 
7 
ab 


* 
ig 


Abb. 3. Elektropherogramme der Hauptreihe des Vers, 7; links Zweig A, 
rechts Zweig B (vgl. Tab. 2). 


Die Trennwirkung der fraktionierten Sattigung mit Ammonium- f 
sulfat wird durch die Elektropherogramme des Vers. 7 demonstriert 
Abb. 3 zeigt die Streifen des Rohsaftes, der Vorfallungen und der Pra- f 
parate der Hauptreihe. 
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Die geringe Differenzierung der Zonen im Rohsaft ist auf die An- 
wesenheit anderer Stoffe zuriickzufiihren. Da die Vorfallungen diese 
weitgehend abtrennen, erlauben ihre Elektropherogramme die Ab- 
schitzung der Konzentrationen der einzelnen Proteinfraktionen im 
GesamteiweiB des Saftes. Die auBeren anodischen und kathodischen 
Zonen stellen den Hauptanteil. Die inneren Zonen sind in den Frak- 
tionen 15 und 20° stark angereichert, die dritte anodische Zone ist in 
Lésung geblieben (die scharf begrenzten Striche in der Mitte dieser 
Streifen sind auf geringe Ausflockung zuriickzufiihren). Bis 35°, treten 


Abb. 4. Elektrophero- 

gramme der Neben- 

reihen des Versuches 7; 
links Nebenreihe 1, 
rechts Nebenreihe 2. 


alle Zonen in wechselnder Starke auf. Waihrend im Zweig A bei den 
héheren Sattigungsstufen die inneren Zonen noch schwach angedeutet 
sind, enthalten die entsprechenden des Zweiges B nur di> auBere 
anodische und kathodische, und bei 60°/, fast ausschlieBlich die anodische 
Zone. Die unbefriedigende Trennung im Zweig A ist auf zu hohe Konzen- 
' tration der EiweiBlosung bei der Umfallung zuriickzufiihren, was sich 
_ auch in der unerwartet hohen Fermentwirkung zeigt. 

4 In den Nebenreihen ist die gleiche Tendenz der Abtrennung einzelner 
' Zonen zu erkennen (Abb. 4). Die Ausgangslésung der Nebenreihe 1 
(Streifen ,,Ges. F.‘‘) enthalt die dritte anodische Zone als Hauptbestand- 
_ teil. Die inneren Zonen sind bei 30 und 40°% angereichert, verschwinden 
_ aber bei zunehmender Sattigung. Die 3. kathodische Zone zeigt sich in 
| keiner Fraktion, und bei 60°, ist die 3. anodische allein vorhanden. Die 
» Pherogramme der Nebenreihe 2 sind denen des Zweiges B (Abb. 3) 
| ahnlich. Jedoch ist die kathodische Zone iiberall stairker ausgeprigt. 
Auch bei der Elektrophorese anderer Sekundirsedimente trat diese 
Zone hervor. Es ist anzunehmen, daB die bei friiheren Versuchen zahl- 
reich ausgeschiedenen Sekundirsedimente im Vers.7 gemeinsam als 
Ausgangslésung der Nebenreihe 2 abgeschieden wurden. 

14* 
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Elektrophoretische Wanderung des Fermentes: Die Casein. 
spaltung mit den Extrakten der ungefirbten und zerschnittenen Elektro. 
phoresestreifen ergab, da8 das Ferment mit etwa gleicher Geschwincig- 
keit wie die 3. anodische Zone zur Anode wandert. Die Erkennung es 
Fermentes als gefairbte Zone war daher bei diesen Praparaten nicht 
méglich. In den vergleichsweise hergestellten Elektropherogramnien 
der Praparate des Vers. 6 (krank) war das Ferment durch Caseinspaltung 
an der gleichen Stelle mit ungefaihr gleicher Wirkung nachzuweisen F 
(Abb. 5), waihrend bei der Farbung die 3. anodische Zone fehlte. Das F 
Ferment ist also nicht mit der 3. anodischen Zone identisch und seine > 
Konzentration als Eiwei8korper fiir die Anfirbung zu gering. Uber den q 


- A + 
| as | 
a eee es ee elem 


C4 oe 
eume LT EislvT- Tee} ™ 


Abb. 5. Skizze zur elektrophoretischen Wanderung des Fermentes (Praparate des 
3 Versuchs 6). 
Obere Halfte: Farbung mit Amidoschwarz. Untere Halfte: Extinktionen 
: der Caseinspaltung. A: Auftragungspunkt. 


























Vergleich der EiweiBzusammensetzung in gesunden und kranken 
Knollen und die sich daraus ergebenden Moglichkeiten zur weiteren 


Anreicherung des Fermentes wird gesondert berichtet. 


Beschreibung der Versuche 

a) Anreicherung 

Herstellung des Saftes: Die gewaschenen Knollen wurden unter Zugabe 
von Natriumsulfit (1 g/100 g Knollen, um Braunfairbung des Saftes durch Tyrosi- 
nase zu verhindern) in einer Starmix-Fruchtsaftzentrifuge zerkleinert und der 
Saft mit 12000 U/Min. zentrifugiert; Ausb. 0,51 Saft aus 1 kg Knollen. 

Fraktionierte Fallung: Der Saft wurde innerhalb von 30 Min. mit einer 
abgewogenen Menge Ammoniumsulfat ver setzt und bis zur villigen Lésung geriihrt. 
Nach 2 Stdn. wurden die entstandenen Fallungen abzentrifugiert (12000 U/Min.). 
Je nach ihrer Menge wurden die Sedimente in 200 bis 400 ml Wasser gelést und 
in Cellophaaschlauchen (Hersteller Kalle & Co.) dialysiert. Nach 48 Stdn. waren 
keine Sulfationen mehr nachzuweisen. Inzwischen entstandene Sekundarsedimente 
wurden abzentrifugiert, in 50 bis 100 m/ Teorell-Puffer vom py 10 gelést und 
24 Stdn. gegen dest. Wasser dialysiert. Alle dialysierten Lésungen wurden gefrier- 
getrocknet und die Enzymwirkung der Praparate durch Caseinspaltung bestimmt 
(vgl. I. Mitt.). Fiir die vergleichende Proteolyse verschiedener Substrate betrugen |— 
die Praparateinwaagen bei Casein 0,5 mg/m/, 5 mg/m/ bei Hamoglobin u. 20 mg/ml 
bei Kartoffelprotein (Autolyse). 


b) Papierelektrophorese 
Zusammensetzung des Veronalpuffers vom py 8,6: 9,8 g Veronal- | 
natrium (Merck) und 6,4 g Natriumacetat wurden in 200 ml Wasser gelést, mit 
90 ml 0,1-n. Salzsiure und 1 ml Thymollésung versetzt und mit Wasser zu 1! 
aufgefiillt. Verdiinnung mit der dreifachen Menge Wasser ergab den gebrauchs- | 
fertigen Puffer. 
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Ausfiihrung der Elektrophorese: Die Papierstreifen (Whatman I) 
wurden mit Puffer getrankt, mit Flie8papier abgetrocknet, auf die Rahmen der 
Elphor-Apparatur gespannt und in der Mitte 20 cmm einer 2-proz. Lésung der 
Praparate im gleichen Puffer strichf6rmig aufgetragen. Dann wurden 3 Stdn. 
250 V angelegt. AnschlieBend wurden die Streifen in warmer Luft (Féhn) getrocknet 
und mit Amidoschwarz 10 B nach Gra8mann® gefarbt; zur Bestimmung der 
Wanderungsgeschwindigkeit wurde vorher eine Halfte in Langsrichtung abgetrennt, 
in 12 Teile zerschnitten, jedes Teil mit 1 ml Wasser extrahiert und die Extrakte 
' zur Caseinspaltung verwendet. — Die Anreicherungsversuche durch Ablenkungs- 

.elektrophorese wurden auf Whatman IV-Papier mit 350 V ausgefiihrt. 


Zusammenfassung 


Durch die mehrfache fraktionierte Sattigung mit Ammoniumsulfat 
wurden aus dem Saft der Kartoffelknolle EiweiBpriparate mit unter- 
schiedlicher Proteinase-Wirkung dargestellt und durch Halbsattigung 
eine hohe Fermentanreicherung erzielt. Vergleichende Aktivitits- 
untersuchungen mit verschiedenen Substraten ergaben, daB in allen 
Priparaten das gleiche Ferment wirksam war. 

Mit Hilfe der Papierelektropborese wurde gezeigt, daB die auf Grund 
der Loéslichkeiten und der Fermentwirkungen der Priparate ange- 
nommenen Unterschiede in ihrer Zusammensetzung zutreffen. Ins- 
gesamt wurden 6 Eiweifzonen durch Fairbung mit Amidoschwarz 10 B 
' nachgewiesen. Das Ferment war mit keiner Zone identisch, doch wurde 
» seine Wanderungsgeschwindigkeit durch Casein-Spaltung ermittelt. 

be 
Summary ; 

Protein preparations with different proteinase activities have been 
obtained from potato tuber juice by repeated fractional saturation with 
+ ammonium sulphate. The enzyme can be strongly enriched by half- 
saturation. Comparative determination of the activity with different 
substrates showed that the same enzyme is active in all the prepara- 
tions. The differences in composition of the preparations, deduced from 
the solubilities and enzyme activities, have been confirmed by means 
of paper electrophoresis. Six protein zones were demonstrated by stai- 
ning with Amido Black 10 B. None of the zones were identical with the 
enzyme whose speed of migration was determined by cleavage of 
casein. 





214 Bd. 306, (1957) 


Uber das Auftreten 
von p-Hydroxyphenyl-brenztraubensaure 
und anderen a-Ketoséuren im Harn 
von gesunden und leberkranken Kaninchen 
Von 
R. Ammon und U. Henning 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit des Saarlandes in Homburg (Saar) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Oktober 1956) 


Die von Medes? beim Menschen inaugurierte sogenannte T yr osi- 
nosis (vgl. hierzu die folgende Mitteilung) und die von Felix und 
Mitarbb.? sowie von Gros und Kirnberger*® beobachtete Spontan. 
ausscheidung von p-Hydroxyphenyl-brenztraubensiure im Harn ver. 
schiederier Patienten sind der Anlaf zu unserer Fragestellung. 

Felix pnd Mitarbb. berichteten von einem Kranken mit Lebercirrhose, dem 


die Milz fehlte, und der spontan und regelmaBig p-Hydroxyphenyl]-brenztrauben. 
sdure ausschied. Ein anderer Patient, der an einer Hepatitis erkrankt und ebenfalls | 
splenektomiert war, schied nach Belastung mit L-Tyrosin ebenso die Ketosaure aus. f 


Dagegen beschrieben Gros und Kirnberger Spontanausscheidung von p-Hydroxy- 
phenyl-brenztraubensaure bei zahlreichen heterogenen Erkrankungen: z. B. bei 
verschiedenen Hepatopathien, malignen Blastomen, schwerer Arteriosklerose, 
Infektionskrankheiten, Krankheiten des blutbildenden Organes usw., Krankheiten, 
die meist mit einer Schadigung der Leber verbunden waren. Unter den Patienten 
mit Leberkrankheiten schieden besonders die mit splenomegalen Cirrhosen gréBere 
Mengen der Saure aus. 

Die Autoren, die die p-Hydroxyphenyl-brenztraubensaure nicht als regulares 
Intermediarprodukt des t-Tyrosin-Abbaues annahmen, diskutierten eine Stoff- 
wechselstérung mit zwei pathologischen Komponenten: Den unphysiologischen 


Abbau des t-Tyrosins zu p-Hydroxyphenyl-brenztraubenséure und auBerdem | 


eine verminderte Fahigkeit der kranken Leber*, die Saure zu oxydieren. 


Fast alle Stoffwechselstérungen lassen sich in einfacher Weise in die 
primaren, endogenen (wozu die angeborenen Stoffwechselanomalien = 
inborn errors of metabolism® zihlen) und die sekundaren, exogenen 7 


Enzymopathien einteilen®. Offensichtlich handelt es sich bei den von 
Felix und Mitarbb. und von Gros und Kirnberger beschriebenen 


Kranken um eine sekundare Enzymopathie, bei der der Erkrankung der | 
Leber die Hauptrolle zuzukommen scheint, dagegen die Milz einen 


1 G. Medes, Biochem. J. 26, 917 [1932]. 


K. Felix, G. Leonhardi u. I. v. Glasenapp, diese Z. 287, 141 [1951]. 7 


1 
2 
3-H. Gros u. E. J. Kirnberger, Klin. Wschr. 82, 115 [1954]. 
4 K. Felix u. R. Teske, diese Z. 267, 173 [1941]. 


5 A. E. Garrod, Inborn errors of metabolism, 224 ed. Froude, Holder and) 


Houghton, London 1923. 
6 R. Ammon, Regensb. Jahrb. arztl. Fortbild. IV, 1 [1956]. 
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fraglichen Faktor (Cirrhosen ohne Milz, Cirrhosen mit Milz und spleno- 
megale Cirrhosen) darstellt. 

Da wir seit Jahren mit Hilfe von kolloidaler Kieselsiure’ eine der 
menschlichen Pathologie vergleichbare Lebercirrhose erzeugen und naher 
untersuchen, war es unser Bestreben, zu priifen, ob wir bei leber- 


_ airrhotischen Kaninchen Spontanausscheidung von p-Hydroxyphenyl- 


brenztraubensaure erhalten kénnen, und ob wir bei Splenektomie mit 
nachfolgender Lebercirrhose am Kaninchen einen Anhalt iiber den 
EinfluB der Milz auf die Ausscheidung von p-Hydroxyphenyl-brenz- 


traubensaéure finden kénnen. 


(Saar) é 
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SchlieBlich reizte uns die Fragestellung auch vom Methodischen her. 
Denn die Suche nach der p-Hydroxyphenyl-brenztraubensiure und 
méglichen anderen «-Ketosaiuren mit Hilfe papierchromatographischer 
Trennung der 2.4-Dinitrophenylhydrazone erschien uns zur Identi- 


| fiierung von a-Ketosiuren aus einem unbekannten Gemisch un- 
» geeignet®. Mehrere solcher Hydrazone geben wegen des Auftretens von 
| 2cis-trans-Isomeren auch zwei Flecken im Papierchromatogramm®?!® 1", 


Zur Erkennung der méglicherweise im Harn von Versuchstieren 
auftretenden «-Ketosaéuren benutzten wir eine Methode, die die Schule 


» von Virtanen!? mit Erfolg zum Nachweis von «-Ketosiuren in Pflanzen 


anwandte. Nach dieser Methode werden die 2.4-Dinitrophenylhydrazone 
der «-Ketosaiuren reduziert und die entstandenen Aminosiuren papier- 
chromatographisch erfaBt, unabhangig also von den gleichzeitig im 
Harn vorhandenen Aminoséuren. Nihere Einzelheiten und Angaben 
iiber andere Nachweisméglichkeiten und deren Ergebnisse werden im 
Versuchsteil mitgeteilt. 


Ergebnisse 


Zur Untersuchung gelangten die Harne von gesunden Kaninchen, 
von Kaninchen, die an einer klinisch-chemisch deutlich nachweisbaren 
Lebercirrhose litten und schlieBlich ebenfalls lebercirrhose-kranke Tiere, 


| die vorher splenektomiert worden waren. 


Mit bemerkenswerter Konstanz ergaben alle Urinaufarbeitungen 
der 3 Tiergruppen fast identische Bilder, gleichgiiltig ob kurz vor dem 
Tode (bei 2 Tieren wurde der Urin 16 bzw. 24 Stdn. vor dem Tode ge- 


» sammelt) oder in einem friiheren Stadium der Krankheit, ob bei den 
| Versuchstieren oder den gesunden Vergleichstieren. 


Bei allen Tieren fanden wir folgende Aminosiauren (also entsprechende 


> Ketoséuren): 





? R. Réssle u. R. Ammon, Congr. int. ]'insuffisance hépatique, Vichy, 


» 1937, 121; R. Ammon, inK. Thomas Silikose-Symposion Géttingen 1956, im Druck. 


[1951]. © 


rf, 


& 


ler and H 








8 A. I. Virtanen, Angew. Chem. 67, 381 [1955]. 
® D. Turnock, Nature [London] 172, 355 [1953]. 
10 R. J. Block, E. L. Durrum u. G. Zweig, A manual of paper chromato- 
graphy and paper electrophoresis, Acad. Press, New York 1955, 171. 
11 §. Markees, Experientia [Basel] 11, 205 [1955]. 
2M. Alfthan u. A. I. Virtanen, Acta chem. scand. 9, 186 [1955]. 
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Glycin (Glyoxylsaure) ; Alanin (Brenztraubensaure) ; Serin (Hydroxy- 
brenztraubenséure); «-Amino-n-buttersiure («-Keto-n-buttersiure); 
Methionin («-Keto-y-methylmercaptobuttersiure); Isoleucin («-Keto- 
f-methyl-valeriansaiure), Leucin («-Keto-isocapronsiure), Glutamin- 
sdure («-Keto-glutarsiure); Asparaginsiure (Oxalessigsiure); Tyrosin 
(p-Hydroxyphenyl-brenztraubensiure). 

















Abb. 1. Splenektomiertes Tier, an Lebercirrhose gestorben. 1. Dimension: n-Buta- 
nol-Eisessig-Wasser (40:10:50), 2 Liufe; 2. Dimension: «-Picolin-Eisessig-Wasser 
(75:2:23), 1 Lauf. Ninhydrinfirbung, Behandlung mit Cu(NO,),. 
2 Ornithin, 3 Asparaginsiure, 5 Glycin, 6 Glutaminsaiure, 7 Serin, 9 Threonin, 
10 «-Alanin, 11 Prolin (zugesetzt), 12 «-Amino-n-buttersaiure, 15 Tyrosin, 17 Methi- 
onin, 19 b] Phenylalanin, 20 Leucin und Isoleucin. 14 g und 18 g, die mit Ninhydrin 
zunachst Gelbfairbung ergeben, dann allmahlich blau werden, sind keine Amino- 
siuren, vgl. Text. Nicht identifiziert: 1, 8, 21. 


Da wir den Urin aller Tiere mindestens 2mal, zum Teil 3mal im 
Abstand von 3 bis 4 Wochen untersuchten, wurden Threonin («-Keto-f- 
hydroxybuttersiure) und Phenylalanin (Phenylbrenztraubensaéure) zwar 
bei allen Tieren, aber nicht bei jeder Untersuchung gefunden. 

Bei einem entmilzten Tier, das spiter an Lebercirrhose starb, und 
bei einem der gesunden Vergleichstiere trat Ornithin auf, das bei einer 
2. und 3. Untersuchung der Tiere nur einmal bei dem gesunden wieder- 
gefunden werden konnte. Ornithin kann als Umaminierungspartner 
dienen!*»14,_ s0 daB vielleicht die «-Keto-d-aminovaleriansaiure als 
Ausgangssubstanz im Harn vorlag. 

13 P.S. Cammarata u. P. P.Cohen, J. biol. Chemistry 187, 439 [1950]. 

M4 J.H. Quastel u. R. Witty, Nature [London] 167, 556 [1951]; vgl. 
auch Physiologische Chemie, ein Lehr- und Handbuch, Band II, 2a, Springer- 
Verlag Berlin, Géttingen, Heidelberg, S. 299 ff. 
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Abb. 1 gibt ein charakteristisches Chromatogramm wieder. Nicht 


re); identifiziert wurden 3 konstant vorhandene Flecke (1, 8, °1). Einige, fiir 
to- diese Lage allenfalls in Betracht kommende Séuren wurden ausgeschlos- 
\in- sen: Lysin bzw. Cystin-Cystein fir 1, 8-Alanin bzw. y-Amino-buttersiure 


sin fir 21. Die Flecken 14 g und _18 g sind keine Produkte aus Urinbestand- 
teilen, wir erhielten sie auch bei der Aminierung einer beliebigen Keto- 
siure. Méglicherweise handelt es sich um verschiedene Reduktions- 
stufen des Dinitrobenzols, die bei der Reaktion entstehen. 


Diskussion 


Wir k6nnen zwar nur qualitative Angaben tiber das Vorkommen der 
angefihrten Ketosdéuren im Harn der Kaninchen machen, aber es laBt 
sich sagen, daB die p-Hydroxyphenyl-brenztraubensiure und andere 
a-Ketosiéuren zu den normalen Urinbestandteilen gehéren. Die Farb- 
intensitat der Flecke, inbesondere die des Tyrosins, gibt keinen Anhalt 
dafiir, daB unter den von uns erzeugten krankhaften Verainderungen 
(Lebercirrhose und Lebercirrhose in Kombination mit Splenektomie) 
eine erhebiiche Vermehrung der Ausscheidung dieser Saure stattfindet. 
Wenn man das Ergebnis solcher Tierversuche in Parallele zur mensch- 
lichen Pathologie setzt, kommen Zweifel daran auf, ob die p-Hydroxy- 
phenyl-brenztraubenséure eine Sonderstellung innerhalb der aus- 
geschiedenen «-Ketosiuren einnehmen und nur bei verschiedenen 
Krankheiten im Harn erscheinen soll. Das gilt auch fir die Phenyl- 
brenztraubensaiure, deren Spontanausscheidung bisher nur im Harn von 
Patienten mit Oligophrenia phenylpyruvica Folling beobachtet wurde!®. 


uta- 

sser Beschreibung der Versuche 

nil, 1. Splenektomie und Cirrhose am Kaninchen 

= 4 einjihrige Kaninchen (23, 29, 2,5—2,7 kg) wurden in Urethan-Narkose 

‘nies splenektomiert. Die Tiere erholten sich bald ohne Komplikationen und wurden 
zusammen mit 8 anderen, nicht operierten Tieren (23, 69, 1—2 Jahre alt, 2,2 bis 
3kg) mit Kieselsiure behandelt. Sie erhielten nach Réssle und Ammon’ SiO, 

im in waBr. kolloidaler Lésung in Jangsam steigenden Dosen intravenés. Der Verlauf 


| der Krankheit wurde mit einigen unspezifischen Serum-Eiweib-Fallungsreaktionen, 

-B- durch Elektrophorese der Serumproteine nach Antweiler und Untersuchung der 
war Gallenfarbstoffe im Urin verfolgt. 

2 der entmilzten und 3 der nicht splenektomierten Tiere waren nach AbschluB 

ind der Versuche an Lebercirrhose gestorben, 3 der Versuchstiere mit Milz starben 

vorzeitig, ohne eine Cirrhose entwickelt zu haben. Der Rest war mit deutlich 


ner 
Lee pathologischen Funktionsproben noch am Leben. 
oie Da iiber die experimentelle Lebercirrhose in anderem Zusammenhang be- 


tichtet werden soll, und da sich die Cirrhose mit und ohne Milz als nicht bedeutungs- 
als voll fiir die Ergebnisse herausstellte, wird von einer niheren Beschreibung dieser 
Versuche abgesehen. 

50]. 4 gesunde gleichaltrige Kaninchen (23, 2°), die nicht mit SiO, behandelt 
worden waren, dienten als Vergleichstiere. 


15 A. Folling, diese Z. 227, 169 [1934]. 
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2. Fallung der «-Ketosauren als 2.4-Dinitrophenylhydrazone und 
Reduktion der Hydrazone 

Zur Untersuchung wurde immer der 24-Stdn.-Urin benutzt (80 bis 300 mi). 
Die Tiere wurden in einem innen mit Paraffin iiberzogenen, mit Siebplatte und 
AbfluB8 versehenen Kafig gehalten. Das Futter bestand aus Hafer und Heu ad lib, 
und zusatzlichen Gaben von verschiedenen Gemiisen (Blumenkohl-, Kohlrabi- 
blattern, Méhren). Am Versuchstage erhielten die Tiere kein Trockenfutter. Das 
Untersuchungsergebnis wechselte nicht mit der Art des Futters und blieb auch 
unverandert, wenn die Tiere wihrend der 24 Stdn. niichtern blieben. Eine gesattigte 
Lésung von 2.4-Dinitrophenylhydrazin in 2-n. HCl befand sich im Urinsammel- 
gefaB, so daB der Urin direkt in das Reagens lief. 

Das Verhiltnis Urin:2.4-Dinitrophenylhydrazinlésung war etwa 3:1 bis 4:1, 
es war also immer ein betrachtlicher Uberschu8 an Reagens vorhanden. Die 
Reaktionsmischung wurde bei Zimmertemperatur 4—6 Stdn. stehengelassen. Die 
2.4-Dinitrophenylhydrazone wurden in tiblicher Weise? gereinigt. An Stelle von 
Athylacetat benutzten wir Chloroform mit 20 Vol.-Proz. Athanol, da in Athyl- 
acetat einige 2.4-Dinitrophenylhydrazone aus «- nage yt” zur Decarboxylierung 
neigen!*, Die in 95-proz. Athanol aufgenommenen 2.4-Dinitrophenylhydrazone 
wurden mit Sn und HCl-Gas zu den entsprechenden ‘Aminosauren reduziert und 
Sn?* mit HS gefallt. Das i. Vak. zur Trockne gebrachte und in Wasser aufgenommene 
Filtrat wurde auf eine Kolonne mit Amberlite 7/2 120 (20x 2 cm) gegeben, worauf 
die Aminosiuren mit l-n. NH, eluiert wurden. Das schwach braunlich gefarbte 
Eluat wurde i. Vak. auf 1—2 mi eingeengt und zur Analyse benutzt. 

Bei Einhaltung der von den finnischen Autoren angegebenen Reduktionszeit 
von 12—20 Stdn. zeigte sich in Modellversuchen, da8 das aus Hydroxyphenyl- 
brenztraubensaure gebildete Tyrosin zu einem kleinen Teil zu Tyramin decarboxy- 
liert wurde. Wir reduzierten daher nur 7—8 Stdn., wobei dieser Effekt ausblieb 
und kein qualitativer Unterschied in der Bildung der aliphatischen Aminosauren 
zu bemerken war. 


3. Papierchromatographische Trennung der Aminosauren 


Die Papierchromatographie wurde auf Papier Schleicher & Schiill 2043b 
aufsteigend zweidimensional ausgefiihrt. Als Lésungsmittel dienten: 


A. 1. Dimension: n-Butanol-Eisessig-Wasser (40:10:15) 1? 
2. Dimension: a) «-Picolin-Eisessig-Wasser (75:2:23)18 
b) Phenol ges. mit war. Lésung von 6,3-proz. Natriumcitrat und 
3, 7-proz. Kaliumdihydrogenphosphat?®. 
B. 1. Dimension: sek. Butanol-3-proz. wiBr. NH, (150:60). 
2. Dimension: sek. Butanol-Ameisensiure-Wasser (150:30:20)?°. 


Von den in Athanol aufgenommenen 2.4-Dinitrophenylhydrazonen wurde je 
ein eindimensionales Chromatogramm angefertigt (aufsteigend in Lésungsmittel 
A, 1). Es fanden sich jedoch darin keine mit Ninhydrin anfairbbaren Substanzen, 
so daB ein Mitschleppen von Aminosiuren aus dem Urin auszuschlieBen war. 

Die Identifizierung der Aminosauren erfolgte a) durch Misch- 
chromatogramme in den drei angegebenen Lésungsmittelkombinationen. 
Tyrosin, Methionin und «-Amino-n-buttersiure wurden auBerdem in n-Butanol- 
Athanol-Wasser (80:20:20) als 2. Dimension zu A, 1. gepriift. Die Trennung von 
Leucin und Isoleucin und die beste, isolierte Darstellung von Phenylalanin wurde 


16 §. M. Altmann, E. M. Crook u. 8. P. Datta, Biochem. J. 49, Ixiii [1951]. 

27 A. Partridge, Biochem. J. 42, 238 [1948]. 

18 N. Pfennig, Naturwissenschaften 41, 62 [1954]. 

19 Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handbuch d. physiologisch- u. patho- 
logisch-chemischen Analyse, Springer-Verlag Berlin, Gottingen, Heidelberg 1955, 
Band III 2, S. 1814. 

20 W. Hausmann, J. Amer. chem. Soc. 74, 3181 [1952]. 
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im System B durchgefiihrt. Ornithin war im System A 1,2a nicht zu trennen von 
einer nicht identifizierten Substanz. Es konnte dagegen in A 1, 2b isoliert werden. 
b) zusatzlich durch einige Farbreaktionen: 
Histidin: positive Pauly-Reaktion (mit diazotierter Sulfanilsiure)?!, Orni- 
thin: Rotfairbung mit Vanillin®*, Tyrosin: Rotfarbung mit «-Nitroso-f-naphthol** 
und positive Pauly -Reaktion. 


4. Nachweis der p-Hydroxyphenyl-brenztraubensaure 


p-Hydroxyphenyl-brenztraubensaiure kuppelt mit diazotiertem 4-Chlor-2- 
nitro-anilin (als Echtrotsalz 3 GL) bei pp 4—5 zu einem roten Diazofarbstoff, der 
durch Adsorptionschromatographie an Al,O, von anderen gebildeten Azo- oder 
Diazofarbstoffen abgetrennt wird*4. Der Urin der Kaninchen wurde hierzu unter 
Eiswasser-Kiihlung in etwa 20 ml 2-n. HCl aufgefangen und nach Einleiten von 
Stickstoff bei 0° vor der Kupplung nie langer als 12 Stdn. aufbewahrt. Der Ather- 
auszug des mit Echtrotsalz behandelten Harns wurde i. Vak. auf etwa 50 mi ein- 

ngt. 

3 Bei der Chromatographie der aus 10 m/ Harn von gesunden und kranken 
Tieren gebildeten Azo- bzw. Diazofarbstoffe fand sich eine Reihenfolge von Farb- 
znen, die der aus menscklichem Urin gewonnenen weitgehend ahnlich war. Der 
aus p-Hydroxyphenyl-brenztraubensaure gebildete Farbstoff lieB sich nicht nach- 
weisen. Wir benutzten daher zur Kupplung den 24-Stdn.-Harn (meist 100 bis 150 ml) 
ud chromatographierten auf einer wenig gréBeren Saule (402 cm, Fiillhéhe: 
35cm). Hierbei fand sich nicht bei jeder Urinuntersuchung, jedoch bei allen Tieren, 
an der fiir den roten p-Hydroxyphenyl-brenztraubensaure-Farbstoff typischen 
Stelle eine schwach-rosa gefairbte Zone, die breiter als die beschriebene und un- 
scharf begrenzt war. Dem Urin zugesetzte p-Hydroxyphenyl-brenztraubensaure 
(von 0,1 bis 0,3 mg zur Gesamtmenge) bewirkte eine deutliche Farbvertiefung 
dieser Zone. Weder zwischen kranken und gesunden Tieren noch zwischen ent- 
milzten und Cirrhosetieren mit Milz war ein Unterschied zu erkennen. 


Anhang 


Versuche zur papierchromatographischen Trennung 
der 7-Nitro-chinoxalin-3-ole aus «-Ketosiuren®®!0 


1.2-Diamino-4-nitro-benzol (gesatt. Lésg. in 2-n. HCl) kondensiert mit 
a-Ketosiuren beim Erwarmen auf 60° und anschlieBendem 16-stdg. Stehenlassen 
bei Zimmertemp. zu den entsprechenden Nitrochinoxalinolen. 

Auf Papier Schleicher & Schii]1 602 hP in n-Butanol-5-n. NH, (2:1)?° 
ethielten wir die folgenden Ry-Werte fiir die Nitrochinoxalinole aus: 

Brenztraubensaure: 0,62—0,64 (0,65!°); Phenylbrenztraubensaure: 0,83 bis 
0,84; «-Keto-glutarsiure: 0,16—0,18 (0,14!°); p-Hydroxyphenyl-brenztrauben- 
siure: 0,72 —0,74. 

Bei der Chromatographie der Nitrochinoxalinole aus Kaninchenurin (einen 
konstanten Unterschied zwischen kranken Kaninchen und gesunden Vergleichs- 
tieren stellten wir nicht fest) fanden wir regelmaBig 3 im UV-Licht nicht fluores- 
cierende Flecken mit den Ry-Werten: 1. 0,12—0,14; 2. 0,50—0,53; 3. 0,59—0,62; 
meist einen sehr schwachen Fleck: 4. 0,68—0,69 und unregelmaBig ohne Zusammen- 
hang mit der Art der Tiere einen Fleck mit dem Ry-Wert: 5. 0,89. Durch Zusatz- 
versuche konnten wir nur die Nitrochinoxalinole aus «-Keto-glutarsaiure 1. und 


21 A. Karler, zit. nach I. c.!9, S. 95. 

22 G. Curzon u. J. Giltrow, zit. nach |. c.19, 8. 97. 

23 R. Acher u. C. Crooker, zit. nach 1. c.19, S. 99. 

24 G. Leonhardi, I. v. Glasenapp u. K. Felix, diese Z. 286, 19 [1950]. 

25 —D. J.D. Hockenhull, G.D. Hunter u. M.W.Herbert, Chem. and 
Ind. 1958, 127. 
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Brenztraubensaure 3. sichern. Das Nitrochinoxalinol aus zugesetzter p-Hydroxy- 
phenyl-brenztraubensaure lieB sich nicht von Fleck 4. trennen. Die Flecken 2. und 
5. identifizierten wir nicht. Die allgemeine Erniedrigung der Rg-Werte gegeniiber 
denen der Testsubstanzen in waBr. Lésg. fiihren wir auf die stets in wechselnder 
Konzentration mitgeschleppten Gallenfarbstoffe zuriick. Die im Verhiltnis zu 
den vorhandenen «-Ketosaiuren geringe Zahl der gefundenen Nitrochinoxalinole 
diirfte auf der Zerstérung der Séuren beim Erhitzen beruhen. 


Herrn Dipl.-Chem. E. Zoch sind wir fiir seine wertvollen Hinweise bei der 
Papierchromatographie zu Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


Im Harn von gesunden Kaninchen und von solchen Tieren, die eine 
durch intravenédse Verabfolgung von kolloidaler Kieselséure erzeugte 
Lebercirrhose hatten — ein Teil der leberinsuffizienten Kaninchen war 
gleichzeitig noch splenektomiert worden —, lieBen sich absolut regel- 
maBig p-Hydroxyphenyl-brenztraubensaiure und andere «-Ketosauren 
nachweisen. Eine Beziehung zwischen der Ausscheidung dieser Siure und 
dem experimentell erhaltenen Krankheitsbild ergab sich nicht. 


Summary 


Investigations have been carried out with urine from healthy rabbits 
and from rabbits which had liver cirrhosis produced by intravenous 
injection of colloidal silicic acid and in some cases had also been splen- | 
ectomized. In all cases p-hydroxyphenylpyruvic acid was detected | 


together with other a-keto acids. No relation could be established 
between the excretion of p-hydroxyphenylpyruvic acid and the patho- 
logical changes produced in the experimental animals. 
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Uber die Ausscheidung von p-Hydroxypheny]l- 
brenztraubensaure, Phenylbrenztraubensaure 
und anderen a-Ketosduren im Harn gesunder Menschen, 
zugleich ein Beitrag zum Problem der Tyrosinosis 


Von 
U. Henning und R. Ammon 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit des Saarlandes in Homburg (Saar) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Oktober 1956) 


Nachdem wir in der vorangegangenen Mitt. zeigen konnten, dafB 
p-Hydroxyphenyl-brenztraubenséiure sowohl von gesunden Kaninchen 
als auch von Kaninchen mit einem experimentell erzeugten Krankheits- 
bild, das mit dem von Felix und Mitarbb.! beobachteten pathologischen 
Verhaltnissen am Menschen vergleichbar ist, spontan ausgeschieden wird, 
und daB die qualitative Zusammensetzung der iibrigen ausgeschiedenen 
a-Ketosiiuren ebenso von der Erkrankung unbeeinfluBt blieb, haben wir 
uns der Untersuchung normaler menschlicher Urine zugewandt. Denn 
auf Grund dieser Befunde und der im folgenden zu erwahnenden Mitt. 
anderer Untersucher bestanden Zweifel daran, da p-Hydroxyphenyl- 
brenztraubenséure, wie auch Phenylbrenztraubenséiure nur bei be- 
stimmten Erkrankungen spontan im Harn des Menschen erscheinen. 


Die Spontanausscheidung von p-Hydroxyphenyl-brenztraubensaure ist ein 
Symptom der 1932 von Medes? als Tyrosinosis bezeichneten und zuerst be- 
schriebenen Stoffwechselstérung des L-Tyrosinabbaues. Medes fand bei einem 
Patienten mit Myasthenia gravis pseudoparalytica im Harn p-Hydroxyphenyl- 
brenztraubenséure, p-Hydroxyphenyl-milchsiure (nicht p-Hydroxyphenyl-essig- 
siure, wie an anderer Stelle* berichtet wird), Tyrosin und 3.4-Dihydroxyphenyl- 
alanin; bei Belastung mit p-Hydroxyphenyl-brenztraubensiure konnte sie die 
Saure fast quantitativ aus dem Harn wiedergewinnen. Medes, die die p-Hydroxy- 
phenyl-brenztraubensaéure als ein regulires Intermediairprodukt des L-Tyrosin- 
abbaues ansah, definierte als Tyrosinosis eine Stoffwechselstérung, bei der der 
Abbau des t-Tyrosins auf der Stufe der p-Hydroxyphenyl-brenztraubensaure 
stehen bleibt und die 4 genannten Substanzen im Urin auftreten. 

Diese Stérung wird im Schrifttum falschlich zu den angeborenen Stoffwechsel- 
anomalien (inborn errors of metabolism‘) gezahlt. Da der betreffende Kranke 
49 Jahre alt war, als seine Stoffwechselanomalie aufgefunden wurde und Unter- 


1 K. Felix, G. Leonhardi u. I. v. Glasenapp, diese Z. 287, 141 [1951]. 

2 G. Medes, Biochem. J. 26, 917 [1932]. 

3 Z. Stary in: Physiologische Chemie, ein Lehr- und Handbuch, Springer- 
Verlag, Berlin, Géttingen, Heidelberg 1956, Band IT, 2a, S. 284. 

4 A. E. Garrod, Inborn errors of metabolism, 294 ed., Froude, Holder and 
Houghton London 1923. 
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suchungen iiber ein familiares Auftreten nicht unternommen wurden, unc. da } 


unseres Wissens bis heute kein Patient mit einer Tyrosinosis bekannt wurde. die 
der Definition der angeborenen Stoffwechselanomalien geniigt (,,the congen ital 
lack of some particular enzyme‘, Garrod), ist diese Stérung nicht zu ihne. zu 
rechnen, vg]. auch K. Schreier®. 

Spontanausscheidung von p-Hydroxyphenyl-brenztraubensaure, p-Hydroxy. 
phenyl-milchsiure und Tyrosin wurde spater auch bei anderen Erkrankwgen 
und unphysiologischen Zusténden beobachtet: Bei einigen Fallen von akuter 
Polyarthritis rheumatica, Folsiure-Mangel*®, bei C-Hypo- bzw. Avitaminose’ und 
bei Friihgeburten®. Nach der Definition von Medes gehdéren diese Faille nicht zur 
Tyrosinosis, jedoch auBerte Lerner®, der 1953 die Befunde von Medes einer 
eingehenden Kritik unterzog, Zweifel, ob es sich in dem Fall von Medes um 
3.4-Dihydroxyphenyl-alanin und nicht um ein anderes Zwischenprodukt des 
L-Tyrosinstoffwechsels gehandelt habe. Jedenfalls wurde bisher kein Patient mit 
einer Tyrosinosis (mit oder ohne Dopa) sui generis bekannt, so daB sie nur als 
mégliches Symptom der erwahnten kranki>ften Vorginge angesehen werden 
kann. Dies kénnte auch fiir die Myasthenie gelten: Gros und Kirnberger’ 
belasteten namlich Patienten, die an verschiedenen Muskelerkrankungen litten, 
mit Hydroxyphenyl-brenztraubensiure; unter denen, die einen Teil der Saur 
unverandert wieder ausschieden, war eine Patientin mit Myasthenie. Lerner 
schlug daher vor, den Begriff Tyrosinosis fallen zu lassen und besser von einer 
Oxyphenylurie zu sprechen. 

Uber die beschriebenen Faille von Spontana't.scheidung der p-Hydroxy. 


phenyl-brenztraubensaure (die allein noch keine Tyro inosis darstellt) vgl. unsere [ 


vorangehenge Mitteilung. 


Ahnlich wie die Spontanausscheidung von p-Hydroxyphenyl-brenztrauben. 
siure wurde bisher Phenylbrenztraubensiure nur im Urin von Patienten mit | 
Oligophrenia phenylpyruvica Foelling’® und nicht bei gesunden Menschen ge. | 


funden"!. 
SchlieBlich sei erwahnt, daB Armstrong und Mitarbb.?? in letzter Zeit 


43 phenylierte Carbonsiuren im normalen menschlichen Urin fanden, unter denen | 
fiir unsere Fragestellung besonders die y-Hydroxyphenyl-milchsaure hervor. | 


zuheben ist. 


Da sich das elegante Verfahren von Alfthan und Virtanen® bei | 
der Untersuchung des Kaninchenharns bewahrt hatte, haben wir es |j 


auch an menschlichen Harnen verwendet. 


5 K. Schreier, Die angeborenen Stérungen des HiweiBstoffwechsels usw. | 


in: Handbuch der Inneren Medizin, Springer-Verlag, Berlin, Géttingen, Heidel- 
berg 1955, Bd. VII 2, S. 866. 


6 A. B. Lerner, Advances in Enzymol. 14, 73 [1953], s. bes. S. 108—110. 
7 R. R. Sealock u. H. E. Silberstein, Science [New York] 90, 517 [1939]; f 
R. R. Sealock u. H. E. Silberstein, J. biol. Chemistry 185, 251 [1940]; R. RP 
Sealock, R. L. Goodland, W. N. Sumerwell u. J. M. Brierly, ebenda 196, 


761 [1952], u. a.m. 


8 §.Z. Levine, E. Marples u. H. H. Gordon, J. clin. Invest. 20, 199 [1941}.} 


® H. Gros u. E. J. Kirnberger, Klin. Wschr. 32, 645 [1954]. 
10 A. Folling, diese Z. 227, 169 [1934]. 


1G, A. Jervis, Phenylpyruvic oligophrenia, in: Proceedings of the Asso- | 
ciation for Research in nervous and mental disease, Baltimore 1954, Vol. X X XII], | 


S. 259; s. bes. S. 266. 


122 M.D. Armstrong, K.N.F.Shaw u. P.E. Wall, J. biol. Chemistry) 


218, 293 [1956]. 
13 M. Alfthan u. A. I. Virtanen, Acta chem. scand. 9, 186 [1955]. 


1% Vgl. R. Ammon u. U. Henning, diese Z. 806, 214 [1957], vorstehent | 
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Die reduktive Aminierung von «-Ketosiuren im menschlichen Urin fiihrte 
unseres Wissens bisher nur Kulonen* nach der Methode von E. Fischer! mit 
Aluminiumamalgam durch (iiber die Mangel dieser Methode s. be 1%). Er fand 
a-Keto-glutarsiure, Glyoxylsaure, Brenztraubenséure und Hydroxybrenztrauben- 
siure. im Serum konnte er mit der gleichen Technik nur Brenztraubenséure und 
p-Hydroxypheny]-brenztraubenséure nachweisen. Zappi’*, der die Ketosiuren 
als solche papierchromatographisch im menschlichen Urin bestimmte, fand «-Keto- 
glutarsiure, Brenztraubenséure und Glyoxylsdure; nicht naher identifizierte er 
eine Uronsdure, 2 aliphatische Oxo-hydroxy-monocarbonsiuren und eine ali- 
phatische Oxo-hydroxy-dicarbonsaure, 3 weitere Flecken blieben ganz unbekannt. 
Aromatische Ketosauren stellten sich nicht dar. 











B 14 
ZB, 
11 9 

















Abb. 1. 


Abb. 1. Gesunde Versuchsperson; 1. Dimension: n-Butanol-Eisessig-Wasser 
(40:10:50), 2 Laufe; 2. Dimension: «-Picolin-Eisessig-Wasser (75:2:23), 1 Lauf. 
Ninhydrinfarbung. 


2 Asparaginsiure, 3 Histidin, 4 Serin, 5 Glycin, 6 Glutaminsaure, 8 «-Alanin, 

10 «-Amino-n-buttersiure, 12 Tyrosin, 13 Methionin, 14 Leucin und Isoleucin. 

g und g->bl sind keine Aminosauren, sie entsprechen 14g und 18g auf Abb. 1 in der 
vorh. Mitt. Nicht identifiziert: 1, 7, 9, 11. 


Abb. 2. Gesunde Versuchsperson; 1. Dimension: sek. Butanol-3-proz. waBr. NH, 

(150:60), 3 Liufe; 2. Dimension: sek.-Butanol-Ameisensiure-Wasser (75:15:10), 

1 Lauf. GroBes Volumen (0,6 ml) zur Darstellung von Phenylalanin aufgetragen. 
Ninhydrin-Farbung. 


1 Asparaginsiure, 2 Glutaminsdure, 6 Serin, 7 Glycin, 9 «-Alanin, 12 Tyrosin, 
) 14 «-Amino-n-buttersiure, 15 Methionin, 17 Phenylalanin, 18 Isoleucin, 19 Leucin. 
) Die Flecken 6—9, die infolge der hohen Konzentration nicht getrennt wurden, 
) kénnen noch mehr Substanzen enthalten, so kann sich im Bereich von 8 noch 
Threonin befinden. 10 und 16 entsprechen g bzw. gbl auf Abb. 1. Nicht identifiziert: 
3, 4, 5, 8, 11, 13. 

4 KE. Kulonen, Scand. J. Clin. Lab. Invest. 5, 72 [1953]. 

16 KE. Fischer u. R. Groh, Liebigs Ann. Chem. 888, 363 [1911]; zit. nach 1. 

16 F. Zappi, Ricerca sci. 24, 103 [1954]; C. A. 48, 7724 [1954]. 
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Ergebnisse Tab, 

Wie auch die Abbildungen und die Tab. wiedergeben, fanden «ich sie 
regelmaBig bei allen Versuchspersonen folgende Aminosauren (nt- -_ 
sprechend den jeweiligen Ketosauren): 

Glycin (Glyoxylsiure), Alanin (Brenztraubensaure), Serin (Hydr« xy. A 
brenztraubenséure), Methionin («-Keto-y-methylmercapto-buttersai.re), —— 
a-Amino-n-buttersiure («-Keto-n-buttersiure), Leucin (a«-Keto-iso- 1.M 
capronsaure), Isoleucin («-Keto--methyl-valerianséure), Phenylal:nin 4 
(Phenylbrenztraubensiure), Tyrosin (p-Hydroxyphenyl-brenztrau en. Gl 
siure), Asparaginséure (Oxalessigsiure), Glutaminsaure («-Keto-glutar. Al 
sdure). Se 

Bei zwei Versuchspersonen fanden wir Threonin (a-Keto-f-Hydroxy. Cy 
butterséure) und Histidin (f-Imidazolyl-brenztraubensaure). = 

Kine Versuchsperson schied bei der 2. Untersuchung wieder -Innid- Va 
azolyl-brenztraubensdéure aus, dafiir lieB sich die «-Keto--hydroxy. Le 
buttersiure nicht nachweisen. Isc 

Nicht identifiziert wurden die regelmaBig gefundenen Substanzen, a 
die den Flecken 1, 7, 11 (Abb. 1) und 3, 4, 5, 8, 13 (Abb. 2) und die un. | 2. Me 
regelmaBig gefundenen, die den Flecken 9 (Abb. 1) bzw. 11 (Abb. 2) ent- di 
sprechen. Fleck 11, auf Abb. 1, der nur durch 2 Laufe in der 1. Dimen- As 
sion vom Tyrosin gut zu trennen war, gab mit Ninhydrin eine dem Ty. Gh 
rosin sehr ahnliche blaubraune Farbe und wurde bei Behandlung mit 3. He 
a-Nitroso-$-naphthol ebenfalls rot. Es diirfte sich danach um ein 3- oder - 
5-monosubstituiertes Phenol handeln!’. Fiir Fleck 1 konnten Lysin, Ly 
Ornithin und Cystin/Cystein ausgeschlossen werden. ~ 

Is 

1-) 

Diskussion 3-) 
Tr 

1. Die z. T. bisher nicht bekannte regelmaBige Ausscheidung der | 4, Be 
angefiihrten Ketosiuren im Urin von gesunden Versuchspersonen hat nic 
ihre Quelle mit hoher Wahrscheinlichkeit in der Transaminierungs- ler 
reaktion. Der Vergleich der im Urin von gesunden Erwachsenen vor- Hp 
kommenden Aminosauren mit diesen Ketosauren (s. Tab.) zeigt, dah i 
nur wenige Ketosaiuren fehlen, wohl weil die ausgeschiedenen Mengen 
sehr gering sind und sich dem Nachweis iiber die Aminoséuren entzogen F  ‘taurin 
haben. Oder es sind die Ausbeuten an Aminosauren bei der reduktiven 
Aminierung, die erheblich schwanken kénnen"*, niedrig, so daB sie sich + unr 
deshalb nicht nachweisen lieBen. Alle gefundenen Ketoséuren sind als 
mogliche Teilnehmer der Umaminierung bekannt}* 19, M 

Auf die Transaminierung als Quelle der Exkretion der Ketosiuren a 
wird auch hingewiesen ) 

amin 


17 R. J. Block, E. L. Durrum u. G. Zweig, A manual of paper chromato- 
graphy and paper electrophoresis, Acad. Press New York 1955, S. 100. 
8 P.S. Cammarata u. P. P. Cohen, J. biol. Chemistry 187, 439 [1950]. 
19 A. Meister u. S. V. Tice, ebenda 187, 173 [1959]; u. a. m. 
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Tab. 1. Vergleich der im Harn gesunder Erwachsener vorkommenden Aminosauren 
mit den gefundenen entsprechenden Ketosauren. 





im Urin gesunder 


Von uns im 





3-Methyl-histidin . 
Tryptophan... 
4, Bei Evered?® 

nicht als norma- 
ler Urinbestand- 
teilaufgefiihrt: 
«-Amino-n-butter- 
SauUTO ss ss 





£-3-Methyl-imidazolyl-brenztraubensaure . 


B-Indol-brenztraubensaure . 


a-Keto-n-buttersiure 





Erwachsener Entsprechende Ketosauren Harn gefun- 
Aminosauren?® * dene Keto- 
saiuren 
1. Monoamino- 
monocarbon- 
siuren 
Glycin . .. . . | Glyoxylsaure . ++ 
Alanin Brenztraubensaure . . . ++ 
Serin. .. Hydroxybrenztraubensaure. - 
Cy stin/Cystein **. | a.Keto- B-mercapto-propionsiure -- 
Methionin. . . . | «-Keto-y-methylmercapto- buttersdure . + 
Threonin . .. . | «-Keto-6-hydroxy-buttersiure . 
Valin . «-Keto-iso-valerianséure . . 
Leucin ... a-Keto-iso-capronsiure : ++ 
Isoleucin a-Keto-f-methyl- valeriansiure ++ 
Phenylalanin. . . | Phenylbrenztraubensiure . . . ieee 
Tyrosin . . . . . | p-Hydroxyphenyl- brenztraubensdure eat 
» 2,.Monoamino- 
dicarbonsauren 
Asparaginsaure . Oxalessigsiure + 
Glutaminsaure . a-Keto-glutarsiure ++ 
3. Hexonbasen und 
heterocyclische 
Aminosauren 
Lysin. . . . . . | a-Keto-c-amino-capronsaure : 
Arginin. . . . . | a-Keto-d-guanidino-valeriansaure . 
Histidin . B-Imidazolyl-brenztraubensaure . : + 
1-Methyl- histidin . B-1-Methyl-imidazolyl- brenztraubensiure. 0 


0 


a + 


* Nicht aufgefiihrt sind die auch im Urin vorhandenen Substanzen?* Sarkosin, Asparagin, 
Taurin, Prolin, 6-Amino-isobuttersiure, y-Amino-n-buttersdure. 

** nur als Cystin angegeben. 

Zeichenerklirung: — nicht gefunden; ++ regelmaBig bei allen Untersuchungen angetroffen ; 
+ unregelmaBig gefunden; 0 nicht gesucht.} 


a) durch die Ergeb: isse der Versuche, bei denen die Zufuhr gr6Berer 
Mengen einer Aminosdure die Ausscheidung der entsprechenden Keto- 


siure zur Folge hatte?® und 


b) durch die Ergebnisse unserer Kaninchenversuche; die Trans- 
ee kann noch bei schwer geschiadigter Leber ablaufen®?. 


a0 H, Waelsch u. H. K. Miller, J. biol. Chemistry 145, 1 [1942]. 
*1 H. Schénenberg, Arztl. Wschr. 9, 1063 [1954]. 
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Die Spontanausscheidung von p-Hydroxyphenyl-brenztraubensi ure 
bei gesunden Menschen ist daher kein Sonderfall, insbesondere seit man 
nach den Untersuchungen von amerikanischen Autoren *?-?6 wieder auf 
das alte Konzept Neubauers?’ zuriickkam, wonach die p-Hydroxy- 
phenyl-brenztraubensaure ein regulires Intermediarprodukt des L-'Ty- 
rosin- bzw. Phenylalanin-Abbaues ist. Ebenso ist die Ausscheidung von 
Pheny!brenztraubensiure zu erwarten. Auch wenn sich im Urin eine 
Ketosaure finden lassen sollte, die einer beim Menschen sonst nicht 
vorkommenden Aminosiure entspriache, wire dies durch die Aufnahme 
der zahlreichen, in letzter Zeit von Virtanen?$ in Pflanzen aufgefunde. 
nen neuen Aminoséuren erklirbar, die sicherlich ebenfalls z. T. als 
Transaminierungspartner dienen kénnen. 

2. L-Tyrosin?®° und p-Hydroxyphenyl-milchséure!? kénnen vom 
gesunden Menschen im Urin ausgeschieden werden, was auch fiir die 
p-Hydroxyphenyl-brenztraubensiure zutrifft.. 

Man sollte daher von einer (vorlaiufig noch hypothetischen) ,,Tyro- 
sinosis‘‘ als Krankheit nur dann sprechen, wenn (neben dem Nachweis 
von p-Hydroxyphenyl-brenztraubensiure, p-Hydroxyphenyl-milchsiure, 
Tyrosin und dem neu zu erbringenden Nachweis von evtl. vorhandenem 
3.4-Dihydroxyphenyl-alanin, s. 0.) nach der Medesschen Definition 
der Abbau: der p-Hydroxyphenyl]-brenztraubensiure total blockiert ist. 


DaB es eine ganze Anzahl von pathologischen Bedingungen gibt, 
bei denen die genannten aromatischen Carbonséuren vermehrt im 


Harn auftreten, ist gezeigt worden. Hier handelt es sich nicht um die | 
sogenannte Tyrosinosis, sondern um Symptome dieser pathologischen — 


Vorginge, wofiir Lerner® den Begriff der Oxyphenylurie vorschlug. 
Dabei ist zu beriicksichtigen, da unbekannt ist, ob bei Krankheiten 
und pathologischen Vorgiingen, die eine Oxyphenylurie als Symptom 
haben, nicht noch andere Hydroxyphenylcarbonséuren vermehrt aus- 


< secsedaaa les 





SRNR A I a als aD BE ES Ne Sean oe 


geschieden werden (z. B. fanden Kirberger und Bicher*!, die |~ 
Kaninchen mit p-Hydroxyphenyl-brenztraubensiure belasteten, im | 
Urin der Tiere vermehrt p-Hydroxyphenyl-essigsaure). ' 


normale Harn enthalt Spuren von Glucose, unter Glucosurie wird nur | — 


die vermehrte Ausscheidung der Hexose verstanden. 








22 T. Winnick, F. Friedberg u. D.M. Greenberg, J. biol. Chemistry 


a 


178, 189 [1948]. i 


23 §. Weinhouse u. R. H. Millington, ebenda 175, 995 [1948]. 

24 B. Schepartz u. 8. Gurin, Fed. proc. 8, 248 [1949]. 

25 A. B. Lerner, J. biol. Chemistry 181, 281 [1949]. 

26 W. E. Knox u. M. LeMay-Knox, Biochem. J. 49, 686 [1951]. 

27 O. Neubauer, Dtsch. Arch. klin. Med. 95, 211 [1909]. 

28 A. I. Virtanen, Angew. Chem. 67, 381 [1955]. 

29 D—D. F. Evered, Biochem. J. 62, 416 [1956]. 

30 J. L. Wood u. 8S. Cooley, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 85, 409 [1954]. 


31 —. Kirberger u. Th. Biicher, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 


8, 294 [1952]. 
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Beschreibung der Versuche 


Jeweils 600—1000 m/l Harn wurden von 6 gesunden, nach Belieben ernahrten 
Versuchspersonen (53, 19), die jedoch am Vortag keinen Kase oder Quark zu sich 
genommen hatten, wahrend des Tages (z. T. einschlieBlich des Morgenurins) in 
eine gesétt. Lésung von 2.4-Dinitrophenylhydrazin in 2-n. HCl gelassen. 
Von einer Versuchsperson sammelten wir auf diese Weise 6,51 Harn, die 2.4- 
Dinitrophenylhydrazone wurden in einzelnen Portionen extrahiert und ge- 
meinsam weiterverarbeitet. Die Reduktion der 2.4-Dinitrophenylhydrazone und 
die papierchromatographische Trennung der Aminosiuren wurde wie in der vor- 
hergehenden Mitt. vorgenommen, ebenso wurde ein Mitschleppen von Amino- 
siuren aus dem Urin wie dort ausgeschlossen. 

Phenylalanin trat bei Verwendung der iiblichen Mengen des eingeengten 
Eluates zur Papierchromatographie (0,15—0,2 ml) nicht in Erscheinung. Hierzu 
waren (),5—0,6 ml notwendig, wobei dann mehrere andere Aminosiuren wegen der 
hohen Konzentration nicht mehr zu trennen waren (s. Abb. 2). Ohne Schwierig- 
keiten gelang die Darstellung des Phenylalanins aus dem eingeengten Eluat der 
aus 6,5 ml Harn aufgearbeiteten 2.4-Dinitrophenylhydrazone. Auch unter diesen 
Bedingungen lieBen sich Cystin/Cystein («-Keto-f-thiopropionsaure), Valin («-Keto- 
iso-valeriansaure) und Tryptophan (f-Indolyl-brenztraubensiure) nicht nach- 
weisen. 

Zum Nachweis der Ketosauren aus Serum (s. Anhang) wurden 100 ml 
Blut einer gesunden Versuchsperson (morgens, niichtern) unter Kiswasser-Kiihlung 
auigefangen. Nach der Gerinnung wurde zentrifugiert und mit Athanol enteiweiBt. 
Die Alkohol-Serum-Mischung wurde filtriert und zum Filtrat eine gesitt. Lésg. 
von 2.4-Dinitrophenylhydrazin in 2-n. HCl gegeben, die Reaktionsmischung blieb 
dann 3 Stdn. bei Zimmertemp. stehen. Reduktion usw. wurden wie bei Urin vor- 
genommen. 

Die Reduktionszeit ist von der Menge der vorliegenden 2.4-Dinitrophenyl- 
hydrazone abhangig, zur Reduktion der 2.4-Dinitrophenylhydrazone aus den oben 
erwahnten 6,51 Harn waren z. B. 25 Stdn. nétig: dabei wurde die tief-dunkelrote 
Lésung fast farblos. Fiir die Hydrazone aus Serum waren nur 6 Stdn. erforderlich. 

Versuche, die p-Hydroxyphenyl-brenztraubensiure als Diazofarbstoff* 
durch Adsorptionschromatographie an Al,O, nachzuweisen, gelangen mit Harn- 
mengen bis zu 150 ml mcht. Benutzten wir 500—800 ml frischen Harnes (Auf- 
bewahrung bis zum Erreichen dieses Volumens unter Stickstoff bei 0° und mit 
Zusatz von 2-n. HCl) von 2 gesunden Versuchspersonen und chromatographierten 
auf einer Saule von 40 x 2 cm, so fanden wir die gleiche schwach rosa gefarbte Zone, 
die bei den Kaninchen (vgl. vorh. Mitt.) auftrat. Ebenso lieB sich durch dem Urin 
zugesetzte p-Hydroxyphenyl-brenztraubensiure eine Farbvertiefung dieser Zone 
erreichen. 


Anhang 


Qualitative Bestimmung der «-Ketosauren in 30 m/ Serum einer 
gesunden Versuchsperson 


AuBer den zentralen «-Ketosiuren Brenztraubensiure, Oxalessigsiure und 
a-Ketoglutarsiure wurden bisher noch p-Hydroxyphenyl-brenztraubensaure und 
«-Keto-iso-capronsiure** im menschlichen Serum aufgefunden. Wir fanden im 
Serum einer gesunden mannlichen Versuchsperson nach der beschriebenen Methode 
folgende Aminosduren (Ketosauren): 

Glycin (Glyoxylsiure), Alanin (Brenztraubensaure), Serin (Hydroxy-brenz- 
traubensiure), Methionin («-Keto-7-methylmercapto-buttersaure), Leucin («-Keto- 


* G. Leonhardi, I. v. Glasenapp u. K. Felix, diese Z. 286, 19 [1950]. 
3G. Biserte, R. Osteux u. B. Dassonville, C. R. hebd. Séances Acad. 
Sci. 240, 2263 [1955]; zit. nach C. A. 49, 14085 [1955]. 
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iso-capronsaure), Isoleucin («-Keto-#-methyl-valeriansiure), Phenylalanin (Pheny)- 
brenztraubensaure), Tyrosin (p-Hydroxyphenyl-brenztraubensaure), Asparagin- 
saure (Oxalessigsiure), Glutaminsaure («-Keto-glutarsaure). 

Bei der Aufarbeitung gréBerer Serummengen diirften sich auch die tibrigen. im 
Urin befindlichen «-Ketoséuren nachweisen lassen. 


Zusammenfassung 


Mit Hilfe der Reaktion: «-Ketosiure -- 2.4-Dinitrolphenylhydrazon 
-» Aminosiure wurden in normalen menschlichen Harnen folgende 
a-Ketosiuren als regulire Bestandteile nachgewiesen: Glyoxylsaure, 
Brenztraubensdiure, Hydroxy-brenztraubensaure, «-Keto-y-methyl- 
mercapto-buttersdure, «-Keto-f-hydroxy-buttersdiure, «-Keto-iso-ca- 
pronsdure, «-Keto-f-methyl-valeriansiure, Phenylbrenztraubensaure, 
p-Hydroxyphenyl-brenztraubensiure, Oxalessigsiure, «-Keto-glutar- 
siure, #-Imidazolyl-brenztraubensiure und «-Keto-n-buttersaure. 

Die p-Hydroxyphenyl-brenztraubensaure gab AnlaB, das Problem 
der Tyrosinosis zu diskutieren. 





Summary 


a-Keto acids present in normal human urine have been detected by Car 
formation of the 2.4-dinitrophenylhydrazone and conversion of the | 
latter to the corresponding amino acid. The following acids were detec- pro 
ted by this method: — glyoxylic, pyruvic, hydroxypyruvic, «-keto-y | __ voll 
thiomethyl-butyric, «-keto-$-hydroxybutyric, «-keto-iso-caproic, a- Car 
keto-8-methylvaleric, phenylpyruvic, p-hydroxyphenylpyruvic, oxala- Hilf 
cetic, «-ketoglutaric, f-imidazolylpyruvic and a-keto-n-butyric acid. sage 
The problem of tyrosinosis is discussed in the light of the occurrence of — mac 
p-hydroxyphenylpyruvie acid. kier 
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Stoffwechseluntersuchungen an Pharmazeutika I 
Synthese von !4C-markierter Salicylsaure-[!4CO,H |], 
Acetylsalicylsaure-[44CO,H] und -[O'COCH, |, 
Salicylursdure-[!4CO. NH- CH,- CO,H] 
und Gentisinsaure-[!4CO,H| 
Von 
Hans Medenwald und Gert L. Haberland 


\us dem Jsotopenlaboratorium der Farbenfabriken Bayer A.-G., Wuppertal-Elberfeld 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Oktober 1956) 


Fiir eine eingehende Untersuchung der Stoffwechselprodukte der 
Acetylsalicylsiure im tierischen Organismus mit Hilfe 'C-markierter 
Verbindungen war es erforderlich, Acetylsalicylsiure sowohl in der 
Carboxylgruppe als auch im Acetylrest zu markieren. Die Markierung 
in der Carboxylgruppe gestattet es, die Ausscheidungs- und Folge- 
produkte der verabreichten Acetylsalicylsiure radiochromatographisch 
volilstandig zu erfassen; die Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindung von 
Carboxylgruppe zu aromatischem Kern bleibt praktisch erhalten. Mit 
Hilfe der Markierung im Acetylrest war es méglich, eine eindeutige Aus- 
sage tiber den Grad der Abspaltung der Acetylgruppe im Organismus zu 
machen. Weiterhin waren an der kernstaéndigen Carbonylgruppe mar- 
kierte Salicylursdiure und in der Carboxylgruppe markierte Gentisinsiure 
— beide sind Ausscheidungsprodukte der Acetylsalicylsiure — erforder- 
lich, denn die getrennte Untersuchung der Stoffwechselprodukte von 
Salicvlursdure-[4C], Gentisinséure-/C] und Salicylsiure-/“C]_ er- 
leichterte die Identifizierung der mit Hilfe der Papierchromatographie 
getrennten Folge- und Ausscheidungsprodukte der injizierten Acetyl- 
salicylsdure-[14C]. 

Die in der Carboxyigruppe markierte Salicylsiure wurde nach 
Weygand und Mitarbeitern! dargestellt : 2-Methoxy-phenylmagnesium- 
bromid (I) wurde mit 'C-markiertem Kohlendioxyd zu 2-Methoxy- 
benzoesdure (IV) umgesetzt und diese durch Spaltung mit Jodwasser- 
stoffsiiure in Salicylsiure (V) tibergefiihrt. 

Das Verfahren lieferte zunichst wechselnde Ausbeuten an 2-Meth- 
oxy-benzoesiure (IV) in Abhangigkeit von der Einleitungsgeschwindig- 


_ keit des Kohlendioxydstromes in die Grignard-Lésung und damit von 


der Reaktionszeit und in Abhangigkeit von der jeweils gewahlten 
Reaktionstemperatur. Die die Ausbeute an 2-Methoxy-benzoesiure 


1 F. Weygand, A. Becher, D. Feldmann u. O. A. Grosskinsky, diese 
Z. 292, 138 [1953]. 
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mindernde Nebenreaktion bei der a der Grignard-Lésung mit — 
Kohlendioxyd ist die Bildung von 2,2’-Dimethoxy-benzophenon (II), 
da unumgesetzte Grignard- Verbindung, die zur vollstaéndigeren Um. 
setzung des radioaktiven Kohlendioxyds im UberschuB eingesetzt wird, 
mit dem Magnesiumsalz der 2-Methoxy-benzoesayre unter Ketonbildung — 
weiterreagiert. Die Bildung von II wird begiinstigt durch hohere Re. — 
aktionstemperatur und lingere Reaktionszeit, sp da die Ausbeute an” 
2-Methoxy-benzoesiure bei langsamem Einleiten von Kohlendioxyd zu-— 
gunsten einer gréBeren Ausbeute an Benzophenonderivat sinkt. 

Um die Reaktionszeit bei niedriger Reaktionstemperatur geniigent| 
vermindern zu kénnen, wurde Kohlendioxyd nicht in die gekiihlte 
Grignard-Lésung eingeleitet, sondern auf die durch Kihlung mit) 
fliissigem Stickstoff eingefrorene Grignard- Lésung im Vakuum auf! 
kondensiert und verfestigt. In einem abgeschlossenen, evakuiertel 
Reaktionsrohr wurden nun die beiden verfestigten Komponenten aut 
getaut, zur Reaktion gebracht und die die besten Ausbeuten ai) Abb. 1 
2-Methoxy-benzoesiure (IV) liefernde Reaktionszeit ermittelt. Nach Ver” : 
seifung von IV mit Jodwasserstoffsiure wurde eine auf Bariumcarbona'| 3 
bezogene 65-proz. Ausbeute an Salicylsiure (V) erhalten, die mit Acet!) 1 

) harms 


anhydrid in Acetylsalicylsdure (VI) iibergefiihrt wurde. 
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Die Herstellung der an der kernstaindigen Carbonylgruppe ™C- 
markierten Salicylursiure (VIII) erfolgte durch Uberfiihrung von VI 
in Acetylsalicylsdiurechlorid (VII), dessen Umsetzung mit Glykokoll 
7u Acetylsalicylursiure und unmittelbarer Abspaltung der Acetylgruppe 
mittels Natronlauge. E. Fischer?, der VIII erstmals synthetisierte, 
erhielt diese Verbindung durch Umsetzung von Carbomethoxy-salicyl- 
siurechlorid mit Glykokoll in alkalischem Medium. 

In der Carboxylgruppe C-markierte Gentisinsdiure (III) wurde 
durch Oxydation von V mit Kaliumpersulfat gewonnen. 

Zur Herstellung der in der Acetylgruppe “C-markierten Acetyl- 
salicylsiure (XIII) wurde Methylmagnesiumjodid (IX) mit Kohlen- 
dioxyd-[“C] zu Essigsiure (X) umgesetzt? und das hieraus hergestellte 
wasserfreie Natriumacetat (XI) durch Umsetzung mit Benzoylchlorid 
nach Clappison et al.4 in Acetylchlorid (XII) tibergefiihrt, welches 
mit Salicylsiure in Pyridin die gewiinschte Acetylsalicylsdure (XIII) 
lieferte. 


Beschreibung der Versuche 


2-Methoxy-benzoesaure-[4*COOH] (IV): Es wurde die Apparatur nach 
Abb. 1 benutzt, die sich von der von Lamprecht und Rehberg® entwickelten 
Apparatur allein durch Einfiihrung eines Hahnes H, unterscheidet und die sich 
bei der Synthese verschiedener Carbonsauren bei uns ausgezeichnet bewahrte. Der 
Kolben A enthalt 987 mg Bariumcarbonat-[C] (5 mMol) von einer Aktivitat 


' von 9,95 mC. Im darauf aufgesetzten Scheidetrichter B befinden sich 7 cem konz. 
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Abb. 1. Apparatur zur Synthese von Carbonsiuren aus Grignard-Verbindungen. 


2 EK. Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 42, 221 [1909]. 
3 W. Lamprecht u. H. Rehberg, diese Z. 301, 46 [1955]. 
4 J.W.Clappison, J.P. Hummel, W. D. Paul u.J. I. Routh, J. Amer. 
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Schwefelsiure und im Reaktionsrohr D 10 mMol2-Methoxy-phenylmagnesium. 
bromid (I) in 8—10 ccm Ather. Die Grignard-Verbindung wurde aus 9,35 g o-Brom. 
anisol (50 mMol) und 1,2 g Magnesium in 50 ccm trockenem Ather unter Stickstoff 
hergestellt, der Gehalt der Lésung mit Salzsiure titriert und dementsprechend 
10 mMol Grignard-Verbindung fiir den Versuch eingesetzt. Nach Kinfrieren der 
Grignard-Lésung durch Kihlung mit fliissigem Stickstoff wird die Apparatur einige 
Male an der Olpumpe evakuiert und jeweils durch Hahn H, wieder mit Stickstoff 
gefiillt. Bei 0,1 Torr wird bei geschlossenen Hahnen H, und H, durch behutsames 
Zutropfen der konz. Schwefelsiure zu dem im Kolben A befindlichen Barium. 
carbonat das “C-markierte Kohlendioxyd in Freiheit gesetzt und durch 2stdg. 
Kihlung mittels fliissigen Stickstoffs im ReaktionsrohrD auf die eingefrorene 
Grignard-Lésung aufkondensiert. (Durch Erhitzen der Schwefelsiure im Kélbchen A 
wurde das Kohlendioxyd vollstandig ausgetrieben.) Hierauf wird Hahn Hy, ge- 
schlossen und das Reaktionsrohr D an der Schlauchverbindung von der iibrigen 
Apparatur gelést. Man taut auf, indem man das untere Ende des Reaktionsrohres 
unter flieBendes kaltes Wasser halt, schiittelt 1 Min. kraftig durch und friert in 
fliissigem Stickstoff erneut ein. Das iiber dem Hahn H, befindliche Glasrohr wird 
mit Wasser gefiillt und durch behutsames Offnen des Hahnes H, (in dem Reaktions- 
rohr besteht noch immer Unterdruck) etwa 1 cem Wasser zugetropft, das sogleich zu 
Eis erstarrt. UnterSchiitteln wird aufgetaut und die iiberschiissige Grignard-Loésung 
zersetzt. Nach Zugabe von 9 ccm 10-proz. Schwefelsiure und, wenn keine klare 
Lésung entsteht, etwas Ather wird die ather. Phase abgetrennt und die war. Phase 
noch zweimal mit je 5cem Ather ausgezogen. Die Atherextrakte werden auf ein 
Volumen von etwa 5 ccm eingeengt und die gebildete IV mit verd. Natronlauge 
ausgeschiittelt, wahrend 2.2'-Dimethoxy-benzophenon (II) im Ather zuriickbleibt. 
Nach Ansauern mit 20-proz. Salzsiure wird IV gefallt, nach mehrstiindigem Stehen- 
lassen abgesaugt, mit Wasser gewaschen und getrocknet. Ausb. 610 mg; Aktivitat 
7,98 mC. Der nach dieser Vorschrift durchgefiihrte Versuch wurde zuvor mit in- 
aktivem Material mehrfach durchgefiihrt und lieferte zuverlassig obige Ausbeute 
an IV. Uberla8t man die mit Kohlendioxyd umgesetzte Grignard-Lésung langere 
Zeit sich selbst, so geht die Ausbeute an IV merklich zuriick. Mit Sinken der Aus- 
beute an IV steigt die Ausbeute an 2.2'-Dimethoxy-benzophenon (II) vom Schmp. 
102° (aus Ligroin); der Misch-Schmelzpunkt mit einem authent. Praparat war nicht 
erniedrigt. 

Salicylsaure-[*COOH] (V): In einer kleinen RiickfluBapparatur werden 
610 mg IV mit 2,5ccm Jodwasserstoffsiure (d 1,70) 30 Min. auf 120—125° 
(Badtemperatur), darauf 10 Min. auf 125—130° erhitzt. Nach Abkiihlen wird mit 
3,5 ccm Wasser versetzt und nach Stehenlassen iiber Nacht im Eisschrank die 
gebildete V abgesaugt. Zur Reinigung wird aus der mit Tierkohle behandelten 
alkalischen Liésung mit Salzsaure gefallt!. Ausb. 459 mg; Aktivitat 6,48 mC. Hiervon 
werden 375 mg zur Herstellung von Acetylsalicylsiure (VI) eingesetzt, die restlichen 
75 mg durch Sublimation bei 120°/0,01 Torr nochmals gereinigt. 

Acetylsalicylsaure-[*COOH] (VI): 375 mg V, 0,25 cem Ligroin, 0,25 ccm 
Benzol, 0,35 ccm Acetanhydrid und eine Spur Pyridin werden 2 Stdn. auf 85—88" 
erhitzt. Nach Erkalten und Stehenlassen iiber Nacht wird abgesaugt und mit 
kaltem Benzol gewaschen. Ausb. 395 mg; Aktivitat 4,36 mC. 

Salicylursiure-[("CO-NH-CH,-COOH] (VIII): 180mg VI (1 mMol) 
werden in 4ccm Thionylchlorid in der Kalte gelést, das iiberschiiss. Thiony!- 
chlorid ohne Warmezufiihrung i. Vak. abdestilliert. Der Kolbenriickstand wird unter 
Eiskiihlung mit einer auf 0° gekiihlten Liésung von 225 mg Glykokoll in 3 cem| 
n/l-NaOH versetzt und das feste Acetylsalicylsaurechlorid (VII) unter 
Riihren in Lésung gebracht, was etwa 1 Stde. in Anspruch nimmt. Ist eine homo- 
gene Lésung entstanden, l48t man nach Zugabe von 1 cem 3-n. NaOH noch | Stde. 





bei Zimmertemperatur stehen und siuert in der Kalte durch Zugabe von 20-proz. 
Salzsiure an. Nach Animpfen mit einem Salicylursaurekristall kristallisiert VIII |~ 
in der Kalte aus. Ausb. 126 mg. Reinigung durch Umkristallisation aus Wasser, — 
109 mg vom Schmp. 166°; Aktivitat 1,11 mC. 
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Bei Durchfiihkrung von Vorversuchen mit inaktivem Material wurde bei etwas 
abgeinderten Reaktionsbedingungen neben Salicylurséure Salicylsiure erhalten; 
aus diesen Gemischen konnte die leicht sublimierbare Salicylsaure durch Vakuum- 
sublimation leicht von Salicylursaéure getrennt werden. 

Gentisinsiure-[4COOH] (III): 12mg V (Aktivitaét 0,17 mC) werden in 
4,5 ccm n/10-NaOH geloést und nach Zugabe von 24 mg Kaliumpersulfat 16 Stdn. 
auf 40° erwirmt. Nach Ansauern mit n/1-HCl in der Kalte wird wenig unverinderte 
V mit dreimal je 4 com Ather ausgeschiittelt und der saure wiBr. Riickstand 15 Min. 
unter RiickfluB gekocht. Nach Erkalten wird III mit Ather ausgezogen und hinter- 
bleibt nach Abdunsten des Athers als schwach gefarbtes Ol, das im Eisschrank 
allmihlich kristallin erstarrt. Ausb. 8 mg. Die Verbindung war chromatographisch 
rein und wurde nach Verdiinnung mit inaktiver Gentisinsaure fiir die Stoffwechsel- 
untersuchungen eingesetzt. 

Acetylsalicylsiure-[O“COCH,] (XIII): Die in der Carboxylgruppe 
markierte Essigsiure (X) wird nach Lamprecht und Rehberg*® durch Umset- 
mung von Kohlendioxyd-[4C] 
mit Methylmagnesiumjodid un- 
ter Verwendung der in Abb. 1 
skizzierten Apparatur herge- 
stellt. Nach diesem Verfahren 
wird eine von Fremdsalzen freie 

Essigsiurelésung gewonnen. 
Aus 987 mg Bariumcarbonat- 
|4C] (5 mMol) von einer Akti- 
vitat von 3,09 mC wurden 294 
mg Essigsiure (X) entspr. 
einem Verbrauch von 4,90 ccm 
n/l-NaOH gebildet. 

Die gegen Phenolphthalein 
mit n/1l-NaOH titrierte Essig- 
siurelésung wird auf dem Was- 
serbad weitgehend eingeengt 
und in das Kélbchen A neben- 
stehend abgebildeter Apparatur 
(Abb. 2) iibergefiihrt. Nach Ab- 
dampfen des Lésungsmittels 
wird das Natriumacetat durch 

eige $ 
or se Pe peers. nial P oan Abb. 2. Apparatur zur Synthese von Acetyl- 
wasserfreie Natriumacetat (XI) salicylsiure-[O™COCHS]. 
wird mit 5 cem Benzoylchlo- 
rid versetzt, das Kélbchen A in die trockene Apparatur (Abb. 2) eingebaut. Die Kiih- 
lang im Kiihler B erfolgt durch Durchleiten eines Luftstromes. Im ReaktionsgefaB D 
sind 585 mg Salicylsdure, 0,8 ccm Pyridin und 5 ccm trockener Ather vorgelegt. 
Das Kélbchen A wird nun in einem Olbad langsam erhitzt. Die Bildung von Acetyl- 
chlorid (XII) setzt bei einer Olbadtemperatur von etwa 160° ein. Ist die Badtempera- 
tur von 230° erreicht, so halt man 20 Min. auf dieser Temperatur und unterstiitzt 
das Ubertreiben des Acetylchlorids in das mit Kohlensaure/Aceton gekiihlte Re- 
aktionsgefaB D durch vorsichtiges Facheln mit der Bunsenflamme. Nach Absinken 
der Badtemperatur auf 190° wird ein trockener Stickstoffstrom durch die Apparatur 
geleitet, um XII méglichst vollstandig iiberzutreiben. Man 148t das Reaktionsrohr 
unter leichtem Umschwenken auf Zimmertemperatur erwairmen, li Bt einige Minuten 
stehen und erhalt nach Zugabe von 1 ccm Wasser eine klare Lisung. Nach Zugabe 
von 3 ccm 20-proz. Salzsiure wird die gewonnene XIII mit Ather ausgeschiittelt. 
Nach Waschen der ather. Phase mit wenig Wasser wird der Ather abgedampft und 
XII aus Benzol umkristallisiert. Ausb. 559 mg (62°, d. Th., auf Bariumcarbonat 
bezogen); Aktivitat 1,92 mC. 
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Die Reinheit der fiir die Stoffwechseluntersuchungen bendétigten Verbindungen 
III, V, VIIL und XIII wurde radiochromatographisch sichergestellt unter Ver- 
wendung der Liésungsmittelsysteme Butanol-Hisessig-Wasser (4:1:1) und Benzol- 
Eisessig-Wasser (2:2:1) (s. II. Mitteil.5). Die gemessenen Aktivitéten der syn- 
thetisierten Verbindungen stimmten mit den berechneten Aktivitaten iibercin. 


Zusammenfassung 


Es wird eine von Bariumcarbonat-{/4C] ausgehende Synthese von 
Salicylsiure-[carboxyl-“C], Acetylsalicylsiure-[carboxyl-4C], Acetyl- 
salicylsaure-[acetyl-1-4C], Salicylursiure-[carbonamid-“C] und Gen. 
tisinséure-!carboxyl-“C] beschrieben. 


Summary 


The synthesis is described, starting from barium carbonate-([!C], 
of [carboxy-“C]-salicylic acid, [carboxy-C]-acetylsalicylic acid, [acetyl- 
1-4C]-acetylsalicylic acid, [carbamyl-1C]-salicyluric acid and [carboxy- 
14(]-gentisic acid. 


5 G. L. Haberland, H. Medenwald u. L. Koster, diese Z. 306, 235 [1957], 
nachfolgend. 
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Stoffwechseluntersuchungen an Pharmazeutika IL! 


Stoffwechselendprodukte der Salicyl-, Acetylsalicyl-, 
Gentisin- und Salicylursdure im Rattenurin 
Von 
Gert L. Haberland, Hans Medenwald und Lothar Késter 


Aus dem Isotopenlaboratorium der Farbenfabriken Bayer A.-G., Wuppertal-Elberfeld 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Oktober 1956) 


Vor mehr als hundert Jahren konnte Bertagnini? als erster nach 
Einnehmen von Salicylsiure aus dem Urin Salicylursiéure isolieren. 
Seitdem war das Verhalten der Salicylsiure im Stoffwechsel von Mensch 
und Tier Gegenstand zahlreicher Untersuchungen*. Fast alle Autoren 
fanden qualitativ die gleichen Ausscheidungsprodukte mit quantitativen 
Unterschieden bei Mensch, Hund, Kaninchen und Ratte: Salicylsiure, 
Salicylursdure, Gentisinsaure, Salicylglucuronide und atherische Sulfate. 
lediglich Lutwak-Mann‘ fand bei der Ratte keine Bildung von 
Salicylglucuroniden. Der Verdacht, daB es sich bei einem weiteren 
Ausscheidungsprodukt, der Uraminosalicylsiure Baldonis®, um ein 
Kunstprodukt handeln kénnte, wurde schon von Williams? angedeutet. 
Eine gleichartige Substanz wurde von Kapp und Coburn® in ganz 
geringer Menge aus Hundeharn isoliert. Aus Titrationskurven und 
anderen Eigenschaften schlossen die Autoren, daB sich die fragliche 
Substanz aus Glykokoll, Salicylsiure und Gentisinsiure zusammensetzt. 
Wir konnten diese als Uraminosalicylsiure benannte und in ihrer 
Konstitution bisher unbekannte Substanz als molekulare Verbindung 
von Gentisinsiure und Salicylursaure identifizieren. 

In jiingerer Zeit wurde das Problem mit radioaktiv markierter 
Salicylsiure bearbeitet’. Neue Gesichtspunkte ergaben sich dabei 
aber nicht. 

Verfeinerunger der Methoden, vor allem auf meBtechnischem 
Gebiet, versetzten uns in die Lage, mit C-markierter Salicylsiure neue 


1 [. Mitteil.: H. Medenwald u. G. Haberland, diese Z. 306, 229 [1957], 
vorstehend. 

2 C. Bertagnini, Nuovo Cimento 1, 363 [1855]. 

® Ubersichtliche Zusammenfassung friiherer Ergebnisse: R. T. Williams, 
Detoxication Mechanisms, John Wiley and Sons Inc., New York, 102—05 [1949]. 

4 C. Lutwak-Mann, Biochem. J. 36, 706 [1942]. 

5 A. Baldoni, Jahresb. Tierchem. 35, 125 [1906]. 

6’ E. M. Kapp u. A. F. Coburn, J. biol. Chemistry 144, 549 [1942]. 

7 R. W. Schayer, Arch. Biochemistry 28, 371 [1950]; E. L. Alpen, H. G. 
Mandel, V. W. Rodwell u. P. K. Smith, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 102, 
150 [1951]. 
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Untersuchungen durchzufiihren, deren Ergebnisse zum Teil Altes be. 
statigen, insbesondere in qualitativer Hinsicht, zum Teil aber auch 


wesentliche Unterschiede gegeniiber den friiheren Befunden zeigen. { 


Diese Unterschiede betreffen in erster Linie die mengenmaBige Ver. 
teilung der Salicylsiureausscheidungsprodukte, wobei vor allem der 
starke Anteil der Glucuronsiiurepaarlinge ins Auge fallt. Uber den 
Anteil der Glucuronsaure im arthritischen Krankheitsgeschehen ist in 
den vergangenen Jahren mehrfach diskutiert worden*. Im Veriauf 
unserer Arbeit erwies es sich als notwendig, das Stoffwechselverhaiten 
der Salicylsiurefolgeprodukte Gentisinsdiure und Salicylursaéure gesoncert 
zu untersuchen. 


Methodik 


Die Synthese der “C-markierten Verbindungen wurde in der I. Mitteil.* be- 
schrieben. 

Tierversuche: Die Versuche wurden an 200 g’schweren mannlichen Ratten 
(Sprague-Dawley-Inzuchtstamm) durchgefiihrt. Nach intraperitonealer Injektion 
der in physiol. Kochsalzlésung gelésten Substanz wurde der Urin wahrend 
24 Stdn. durch Halten der Tiere in Spezialkafigen kotfrei in einem eisgekiihlten 
paraffinierten MeBzylinder gesammelt und anschlieBend weiter verarbeitet. 

Papierchromatographie: Chromatographiert wurde auf Schleicher & 
Schill-Papier 2043a Gl, absteigend, Streifenbreite: 25 mm. Distanz von Trog zu 
Start: 70mm. Aufgetragene Urinmenge: 0,03—0,1 ccm. Lésungsmittelsysteme: 
1. Butanol-Eisessig-Wasser, 4:1:1. Im System 1 entwickelten wir Start-Front = 
300 mm. 2. Benzol-Eisessig-Wasser, 2:2:1. Im System 2 entwickelten wir nicht 
auf Distanz, sondern auf Zeit, d. h. 10 Stdn. bei 20°. Dabei tropft das Losungs. 
gemisch vom Streifenende ab und wir sind nicht in der Lage, genaue Ry-Werte 
festzulegen, erhalten dafiir aber eine gute Trennung der Komponenten. Die weiter 
unten angegebenen ,,Ry-Werte* fiir dieses System beziehen sich auf die Distanz 
Start-Streifenende = 360 mm. 

Fairbemethoden: Die weiter unten angefiihrten Farbemethoden sind 
bei R. J. Block und F. Cramer ® ausfiihrlich beschrieben. 

Die Glucuronsaurebestimmung im Rattenurin wurde nach der Me- 
thode von Maughan, Evelyn und Browne"® durchgefihrt. 

MeBanordnung: Zur Aufnahme der Aktivitaitsverteilung der Radio- 
chromatogramme diente eine Anordnung, die unter Beachtung folgender Bedin- 
gungen aufgebaut wurde: 1. maximale Empfindlichkeit fiir “C-f-Strahlung 
2. héchste Konstanz und 3. automatische Registrierung der Zahlraten. 

Das Zahlrohr (Radiochromatographie-Zahlrohr der Firma K. Lange, 
Heidelberg) ist ein von Methan unter Atmospharendruck durchstrémtes Pro- 
portionszahlrohr (flow counter). Die Chroma ographiestreifen werden vor einem 
Schlitz 2 35 mm in der Seitenwand des Zaihlrohrs vorbeigezogen. Der Transport 
des Streifens erfolgt zwischen zwei Gummiwalzen, die von einem Synchronmotor 





8 EK. A. Petermann, Lancet (N. Y.) 67, 451 [1947]; J.C.S. Tseng, H. W. 
Elghammeru. A. C. Ivy, Amer. J. Diseases Children 79, 826 [1950]; H. Siidhof, 
Z. Rheumaforsch. 11, 88 [1952]; G. del Guerra, Arch. stud. fisiopat. ricambio 16, 
255 [1952]; H. Siidhof, Klin. Wscir. 80, 86 [1956]. 

2 R. J. Block, Paper Chromatography, Academic Press Inc., New York 


%> F. Cramer, Papierchromatographie, Verlag Chemie, Weinheim, 1954. 
10 G. B. Maughan, K. A. Evelyn u. J. 8. L. Browne, J. biol. Chemistry 
126, 567 [1938]. 
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angetrieben werden. Letzterer ist auf Transportgeschwindigkeiten von 2, 1,5 und 
]mm/min einstellbar. In unserer Anordnung haben wir den Zahlrohrschlitz mit 
einer Zaponfolie von etwa 0,1 mg/cm? zur Abdichtung verdeckt. Die Zahlverluste 
infolge Absorption der C-f-Strahlung durch diese Folie sind vernachlassigbar 
klein, so daB praktisch jedes in die Schlitzblende eintretende /-Teilchen registriert 


Das Zahlrohr arbeitet bei einer Spannung von 4000 Volt und einem Zahl- 
plateau zwischen 3800 und 4400 Volt mit einem Anstieg von weniger als 1%/1000 
Volt. Es ist mit einem Methan-Zahigerat (Typ B5 der Firma K. Lange) ver- 
bunden, das die erforderliche Hochspannung liefert, die Zahlrohrimpulse verstarkt 
und gleichmacht. Die uniformierten Impulse haben wir in unserer Anordnung zur 
Registrierung der Zahlrate in ein counting rate meter (Philips PW 4041) gegeben, 
an das ein Punktschreiber mit einer Transportgeschwindigkeit von 1 mm/min und 
einer Punktfolge von 20 sec angeschlossen wurde. Das zeitliche Auflésungsvermégen, 
mit Hilfe der ,,Zwei-Praparate-Methode“ bestimmt, entspricht fiir Zahlrohr ein- 
schlieBlich Vorverstarker einer Totzeit von 18 usec. 

Mit dieser Anordnung erhielten wir auch von Streifen mit sehr geringer 
Aktivitat gute Diagramme. Zur Ermittiung der Ry-Werte wurden Start und Front 
der Chromatogramme vor der Messung mit einer 'C-Markierung versehen. Die 
Banden selbst sehr komplexer Diagramme lieBen sich graphisch analysieren und 
nach der Gesamtaktivitat des Chromatogramms auswerten. EinschlieBlich des 
Fehlers beim Auftragen der aktiven Verbindungen am Start betrug der Fehler 
der ermittelten Gesamtaktivitat + 10% (Fehlergrenze). 


Ergebnisse 
1. Gentisinsadiure 


Vier Ratten wurden je 20mg Gentisinsadure-[carboxyl-1!4C] 
unterschiedlicher spezif. Aktivitaét!, in 10 cem physiol. Kochsalzlésung 
gelést, intraperitoneal injiziert. Die Ratten schieden in 24 Stdn. durch- 
schnittlich 13 ccm Urin aus, in denen mehr als 90°, der injizierten 
Aktivitaét enthalten waren. 

Zur chromatographischen Trennung wurden je Streifen 0,1 cem 
Urin am Start aufgetragen und anschlieBend in den oben angegebenen 
Systemen entwickelt. Nach chromatographischer Trennung erfolgte die 
Aktivitatsauswertung der Streifen. Die Ergebnisse sind in den Abb. 1 A—C 
wd Tab. 1 niedergelegt. Demzufolge wird Gentisinsiure zum iiber- 
wiegenden Teil in unveranderter Form ausgeschieden neben 
Gentisinglucuronid. 


Abb. 1A zeigt ein in Butanol-Eisessig-Wasser entwickeltes Radiochromato- 
gramm eines nach Injektion von Gentisinsiure erhaltenen 24-Stdn.-Sammelurins 
in schematischer Darstellung. Die Identifikation der Komponente bei Ry 0,79 als 
Gentisinsiure erfelgte auf Grund des bekannten Ry-Wertes, der Anfarbung mit 
ammoniakalischer Silbernitratlésung und waBriger Eisenchloridlésung und durch 
die charakteristische, blaue Fluorescenz. Die Komponente bei Ry 0,18 wurde als 
Gentisinglucuronid erkannt. Zwar fielen die Anfarbereaktionen auf Glucuronsaure 
nicht sehr zufriedenstellend aus, doch kam uns bei der Identifikation eine Eigen- 
schaft der Glucuronsaéure zu Hilfe, nimlich die, daB sie chromatographisch ein. 
verschiedenes Verhalten zeigt, je nachdem, ob sie als freie Siure bzw. deren Salz 
oder als Lacton vorliegt®>. Nach Ansaiuern mit n/1-HCl wandert die Glucuronsaure 
als Lacton, welches im Butanol-Eisessig-Wasser-System einen Ry-Wert von 0,3 
hat. Nach Behandlung mit verd. Alkali wandert sie unter einem Ry von 0,1. Man 
darf annehmen, daB sich dieses unterschiedliche Verhalten auch dann zeigt, wenn 
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Abb. 1AM. Schematische Darstellung der Aktivitatsverteilung auf Papier- 
chromatogrammen von Rattenurin nach intraperitonealer Injektion von Gentisin- 
saure-[carboxyl-“C], Salicylursiure-[carbonamid-“C] und Salicylsaure- 

[carboxyl-C]. 

Die Chromatogramme wurden mit -Butanol-Eisessig-Wasser (4:1:1) entwickelt, 
mit Ausnahme der Darstellung H und M, die in Benzol-Eisessig-Wasser (2:2:1, [ 
org. Phase) entwickelt wurden. ; 














Aufgetragen 
Darst Injiziert Menge Art 
(ccm) 

A 0,1 Urin 

B Gentisinséure-[44C]} 0,2. | Urin + n/1-HCl (1:1) 

C 100 mg/kg 0,2. | Urin + n/1-HCl (1:1), 2 Stdn. unter 
RiickfluB gekocht 

D RI Urin 

E Salicylursaure- 2 | Urin + n/1-HCl (1:1) 

F [44C] 125 mg/kg .2 | Urin + n/1-HCl (1:1), 2 Stdn. unter 
RiickfluB gekocht 

G 0,1 | Urin 

H 0,1 | Urin 

J 0,2 | Urin + n/1-HCl (1:1) 

K Salicylsaiure-[4C] 0,2 | Urin angesiuert, darauf durch Zusatz 

125 mg/kg von n/1-NaOH alkalisch gestellt 

L 0,2 | Urin + n/1-HCl (1:1), 2 Stdn. unter 
Riickfli B gekocht 

M 0,2. | Urin + n/1-HCl (1:1), 2 Stdn. unter 
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Tab. 1. Radioaktive Ausscheidungsprodukte im 24-Stdn.-Sammelurin von Ratten 
nach intraperitonealer Injektion von 100 mg/kg Gentisinséure-[carboxyl-'C]. 

Abkiirzungen: 

BEW = n-Butanol-Eisessig-Wasser, 4:1:1. 

BzEW = Benzol-Eisessig-Wasser, 2:2:1, org. Phase. 

Ry-Werte a) Ry-Werte der radioaktiven Komponenten nach Chromato- 
graphie des unbehandelten oder nach Zugabe von verd. Natron- 
lauge schwach alkalisierten Urins. 

Ry-Werte b) Rp-Werte der radioaktiven Komponenten nach Chromato- 
graphie des angesauerten Urins. 














| Ry-Werte in Yo der aus- 
Substens ’ gesch. Akti- 
BEW BzEW vitat 
Gentisinsafure. ... . 0,79 0,10 65 
Gentisinsiure-glucuronid b) mon 0.0 35 





die Glucuronsiure in einem Kupplungsprodukt erscheint, vorausgesetzt, daB ihre 
Carboxylgruppe frei bleibt. Das Gentisinglucuronid 14Bt sich auf den Chromato- 
grammen durch Anfarbung mit Eisenchlorid- und Silbernitratlésung nachweisen. 

Abb. 1B zeigt das Radiochromatogramm eines mit n/1-HCl angesiuerten 
Urins. Es unterscheidet sic. von dem Rid ochroma ogramm des unbehandelten 
Urins (Abb. 1A) allein durch Verschiebung des Gipfels von Ry 0,18 auf Ry 0,5. 
AnschlieBende Alkalisierung des angesiuerten Urins fiihrte den Gipfel wieder von 
Rr 0,5 auf Ry 0,18 zuriick. 

Vollstandige Hydrolyse des Gentisinsiureglucuronids wird durch 2stdg. 
Kochen des Urins in 0,5-n. HCl erreicht (Abb. 1C). Gegen Behandlung mit verd. 
Alkali ist die Verbindung praktisch unempfindlich. 

Die freie Gentisinsiure (Ry 0,79) hingegen ist in geringer Konzentration 
gegen Einwirkung von verd. Alkali ohne AusschluB von Luftsauerstoff sehr 
_ empfindlich und wird in kurzer Zeit, in 0,5-n. NaOH gelést, bei Raumtemperatur 
— | weitgehend decarboxyliert, wie wir an unserer, in der Carboxylgruppe markierten 
Gentisinsiure sehr schén demonstrieren konnten. 








2. Salicylursaiure 


aa Sechs Ratten wurden wechselnde Mengen, als héchste Dosis 25 mg, 
_ Salicylurséiure-[carbonamid-“C]!, in 10 ccm physiol. Kochsalz- 
lésung gelést, intraperitoneal injiziert. Im 24 Stdn.-Sammelurin be- 
fanden sich mehr als 90°, der injizierten Aktivitét. Der Urin wurde in 
der oben beschriebenen Weise aufgearbeitet. In Abb. 1D—F sind die 
schematischen Darstellungen der Radiochromatogramme und in Tab. 2 
die Ry-Werte und Ausscheidungsprozente der Komponenten angegeben. 
Demzufolge wird Salicylursiure zum iiberwiegenden Teil in un- 
veranderter Form ausgeschieden neben Salicylurglucuronid. 
Abb. 1D zeigt ein in Butanol-Eisessig-Wasser entwickeltes Radio- 
chromatogramm eines nach Injektion von Salicylurséure erhaltenen 24-Stdn.- 
Sammelurins. Die Identifikation der Bande bei Ry 0,81 als Salicylursiure erfolgte 


auf Grund des bekannten Ry-Wertes und der Azolactonbildung durch Behandlung 
mit 4-proz. p-Dimethylamino-benzaldehyd in Acetanhydrid, analog dem in einer 
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Tab. 2. Radioaktive Ausscheidungsprodukte im 24-Stdn.-Sammelurin von Ratten 
nach eeeel Injektion von 80 mg/kg Salicylursdéure-[carbonamid-'‘(), 
(Abkiirzungen wie Tab. 1) 











Ry-Werte in % der aus- 
Substanz gesch. Akti- 
BEW | BzEW vitat 
Salicylursiure. ... . 0,81 0,18 84 
Salicvlurglucuronid . . «4 “eo 0,0 16 














friiheren Arbeit angegebenen Verfahren!!. Die Farbe des Azolactons der Salicylur. 
siure ist orange. Die Komponente bei Ry 0,12 wurde als Salicylurglucuronid 
erkannt und nach dem gleichen Verfahren wie das Gentisinglucuronid identifiziert. 
Nach Ansauern des Urins mit n/1-HCl wandert das Salicylurglucuronid im Lésungs. 
mittelsystem Butanol-Hisessig-Wasser als Lacton unter Rp 0,46 (Abb. 1£). 
AnschlieBende Alkalisierung des angesiuerten Urins fiihrt den Gipfel wieder von 
Ry 0,46 auf Ry 0,12 zuriick. Durch p-Dimethylamino-benzaldehyd in Acet- 
anhydrid"™ wird das Salicylursiureglucuronid orange angefarbt. Vollstandige 
Hydrolyse des Glucuronids wird durch 2stdg. Kochen des Urins in 0,5-n. HCl 
erreicht (Abb. 1F). Gegen Behandlung mit verd. Alkali ist die Verbindung praktisch 
unempfindlich. 


3. , Uraminosalicylsiure“, eine Molekiilverbindung von 
Gentisinsaure und Salicylursaiure 


Im Jahre 1942 berichteten Kapp und Coburn® von einer Substanz 
unbekannter Konstitution, die sie bei der Aufarbeitung des Urins von 
Menschen, denen Natriumsalicylat verabreicht worden war, isolieren 
konnten. Ihre Untersuchungen lassen darauf schlieBen, daB diese 
Substanz mit der von Baldoni® aufgefundenen ,,Uraminosalicylsiure* 
identisch ist. Die Eigenschaften dieser Verbindung wurden durch fol- 
gende Angaben charakterisiert : 

Summenformel: C,,H,,0,N; Schmp. 169—170°; die Verbindung bildet ein 
Eisensalz von purpurblauer Farbung, die allmahlich braun wird; 15 Min. lange 
Bromierung bei 0° verbraucht 4 Moll. Brom; die Titrationskurve zeigt das Vor- 
handensein einer schwach und zweier stark sauren Gruppen; die Verbindung 
reduziert alkalische Kupfersalzlésung und das nach der Shaffer-Hartmann. 
Methode ermittelte Reduktionsvermégen ist gleich dem einer aéquimolaren Menge 


Gentisinsaure. 
HO-C,Hy-CO. ‘Aus diesen experimentellen Ergeb- 
HO,C-C,H,(OH), »N: CH,°CO,H — nissen schlossen Kapp und Coburn, 
. ‘ da die von ihnen isolierte Verbindung 


Glykokoll, Salicylsiure und Gentisinsiure enthalt. Sie schrieben ihr die 
vorstehende Formel zu. 

Die Bildung einer solchen Verbindung wire denkbar durch An- 
lagerung von Salicylursiure an Benzochinoncarbonsdure, die inter- 


11 G, L. Haberland, F. Bruns u. K. JI. Altmann, Biochim. biophysica 
Acta [Amsterdam] 15, 578 [1954]. 
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mediar durch Oxydation von Gentisinsiéure entstehen kann. Es gelang 
uns jedoch nicht, eine solche Verbindung nach diesem Prinzip auf- 
zubauen, zudem konnten wir die ,, Uraminosalicylsaéure‘‘ radiochromato- 
graphisch als Stoffwechselendprodukt der Ratte nicht nachweisen. Wir 
konnten jedoch zeigen, daB eine aquimolare Menge von Gentisinsdiure 
und Salicylursiure aus Wasser als Molekiilverbindung kristallisiert. 
Diese Verbindung ist auch leicht gewinnbar durch Kristallisation eines 
Gemisches von tberschiissiger Gentisinsiure mit Salicylursiure aus 
Wasser ; hierbei kristallisiert Gentisinséure neben der Molekiilverbindung 
aus. Die Molekilverbindung ist eine einheitlich kristallisierte Substanz 
vom Schmp. 170° und der Summenformel C,,H,;0,N. Die Molekiil- 
verbindung unterscheidet sich von der von Kapp und Coburn an- 
genommenen Summenformel um zwei Wasserstoffatome, besitzt sonst 
jedoch jede der fir die ,, Uraminosalicylsiure‘‘ ermittelten Eigenschaften. 
Chromatographiert man die Molekiilverbindung im Lésungsmittel- 
system Butanol-Eisessig-Wasser, so wandern die beiden Komponentén 
unter gleichen Ry-Werten wie jede Komponente fiir sich. 


Wir betrachten als gesichert, daB die ,, Vraminosalicylsiure‘‘ mit der 
von uns synthetisierten Molekiilverbindung von Gentisinsiure und 
Salicylursdéure identisch ist. 


4. Salicylsiure 


Zwolf Ratten wurden wechselnde Mengen von Natriumsalicylat- 
icarboxyl-'4C] unterschiedlicher spezif. Aktivitaét! intraperitoneal in- 
jiziert. Sammeln des Urins und seine weitere Verarbeitung erfolgten wie 
oben angegeben. Die Versuchsergebnisse zeigen Abb. 1G—M und Tab. 3. 
Als Stoffwechselendprodukte wurden nach radiochromatographischer 
Aufarbeitung des Urins nachgewiesen: Unverinderte Salicylsaure, 
Gentisinséiure, Salicylursiure und die entsprechenden Glucu- 
ronide sowie der Schwefelséureester der Salicylsaure. 


Tab. 3. Radioaktive Ausscheidungsprodukte im 24-Stdn.-Sammelurin von Ratten 
nach intraperitonealer Injektion von Natriumsalicylat-[carboxyl-“C] in ver- 
schiedener Dosierung (Abkiirzungen wie in Tab. 1). 








“w . % der ausgesch. Aktivitat 
Slit Ry-Werte in has Sted 
BEW BzEW 5mg/kg |50—200 mg/kg 

Salicylsiure. . ... 87 75 29 25—35 
Salicylursiure . . . . 81 ,18 25 4— 7 
Gentisinsiure . . . . 579 ,10 8 10—17 
Salicylglucuronid. . a) ,36—,56 0 33 32—44 

b 56 
Gentisinglucuronid . a) 18 0 3 5—15 

b) 50 
Salicylurglucuronid a) 12 0 2 3< 

>) 46 
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Den letzteren konnten wir im Radiochromatogramm des Urins von zwei 
Tieren in gréBerer Menge nachweisen durch Auftreten einer Aktivitatsbande bei 
Ry 0,28 nach Entwicklung im Lésungsmittelsystem Butanol-Eisessig-Wasser. 
Nach Bespriihen mit Eisenchlorid-Lésung und Trocknung des feuchten Streifens 
bei 120° trat Blaufarbung auf infolge Hydrolyse der Verbindung. 

Wir untersuchten die Bestindigkeit des Schwefelsiureesters der Salicylsiure 
an der nach Loeper, Cottet und Parrod™ synthetisch erhaltenen Verbindung. 
Das Natriumsalz des Schwefelsiureesters der Salicylsiure wandert im Loésungs- 
mittelsystem Butanol-Eisessig-Wasser unter Ry 0,28. Steht die verdiinnte waBr. 
Lésung des Natriumsalzes einige Stunden bei Zimmertemperatur, so wird der 
Ester vollstandig gespalten und freie Salicylsiure wandert unter Ry 0,87. Der 
freie Schwefelsiureester der Salicylsiure ist noch wesentlich unbestandiger als sein 
Natriumsalz und wandert, soweit nicht gespalten, unter Ry 0,56, wahrend die 
Spaltung des Schwefelséureesters in verd. Mineralsiure sehr rasch erfolgt. Durch 
diese Eigenschaft unterscheidet sich der Schwefelsiureester wesentlich von dem 
bestandigeren Salicylglucuronid. 

Wegen der groBen Instabilitit des Schwefelsiureesters der Salicylsiure und 
der Schwierigkeit ihn quantitativ zu fassen, haben wir in simtlichen Abbildungen 
und Tabellen den meist nur in sehr geringer Menge gefaBten Anteil an Schwefel- 
siureester zum Anteil der freien Salicylsiure addiert. 

Abb. 1G zeigt ein in Butanol-Eisessig-Wasser entwickeltes Radiochromato- 
gramm eines nach Injektion von Natriumsalicylat erhaltenen 24-Stdn.-Sammel- 
urins. Salicylurglucuronid (Ry 0,12) und Gentisinglucuronid (Ry 0,18) wurden, 
wie oben angegeben, identifiziert. Unverinderte Salicylsiure wurde auf Grund 
ihres Ry-Wertes (0,87) und der Farbreaktion mit waBriger Eisenchloridlésung 
erkannt. Gentisinsiure und Salicylursiure wandern im Butanol-Hisessig-Wasser- 
System praktisch mit gleicher Geschwindigkeit (y 0,8). Ihre Trennung wurde im 
Benzol-Eisessig-Wasser-System erreicht. In diesem System bleiben die Glucuronide 
und Sulfate am Start liegen (Abb. 1H), wihrend Gentisinsaiure, Salicylursiure und 
Salicylsiure, in der Reihenfolge steigender Ry-Werte genannt, sich klar von- 
einander scheiden. 

Salicylgiucuronid wandert nach Auftragen des Urins auf die Chromatogramm- 
streifen und Entwicklung im Butanol-Eisessig-Wasser-System nicht einheitlich, 
sondern zwischen Ry 0,36 und 0,56 verschmiert oder in mehr oder weniger stark 
abgesetzten Gipfeln (Abb. 1G). Die Ursache fiir dieses gegentiber den Glucuroniden 
der Gentisin- und Salicylursiure unterschiedliche Verhalten liegt darin, daB als 
Puffer wirksames Natriumacetat innerhalb des gleichen Ry-Bereichs wandert. 
Nach Ansiuern des Urins mit /1-HCl erscheint das Salicylglucuronid jedoch als 
gutausgebildeter Gipfel bei Rp 0,56 (Abb. 1J). Auf gleichem Chromatogramm 
erscheinen bei Ry 0,5 Gentisin- und Salicylurglucuronid, bei Ry 0,8 Gentisin- und 
Salicylursaiure und bei Ry 0,87 Salicylsaure. 

Abb. 1K zeigt ein in Butanol-Hisessig-Wasser entwickeltes Radiochromato- 
gramm eines durch Zugabe von n/1-NaOH schwach alkalisch gestellten Urins, der 
zuvor schwach angesauert worden war, so dafs ein Chromatogramm, wie in Abb. 1J 
dargestellt, erhalten wurde. Es soll zeigen, daB die beiden Gipfel bei Ry 0,12 
(Salicylurglucuronid) und Ry 0,18 (Gentisinglucuronid) erneut erscheinen, wie 
dieses als charakteristisch fiir das Verhalten von Salicylur- und Gentisinglucuronid 
beschrieben worden war. 

Durch Kochen des angesiuerten Urins werden die Glucuronide der Gentisin-, 
Salicylur- und Salicylsiure nach und nach gespalten; entsprechend der fort- 
schreitenden Spaltung wachst der mengenmaBige Anteil der freien Sauren. Abb. 1 L 
zeigt ein im Butanol-Eisessig-Wasser-System entwickeltes Radiochromatogramm 
eines durch 2stdg. Kochen in 0,5-n. HCl hydrolysierten Urins. Die Glucuronide 
sind nicht mehr nachweisbar. Dem Aktivitatsanteil der drei urspriinglich vor- 


12M. Loeper, J. Cottet u. J. Parrod, C. R. Séances Soe. Biol. Filiales 135, 
917 [1941]. 
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handenen Glucuronide entsprechend, sind die Gipfel bei Ry 0,8 (Gentisin- und 
Salicylursiure) und Ry 0,87 (Salicylsaure) gewachsen. Das im System Benzol- 
Eisessig-Wasser entwickelte Radiochromatogramm des gleichen, hydrolysierten 
Urins zeigt Abb. 1M. Hier sind Gentisin-, Salicylur- und Salicylsiure, wie bereits 
besprochen, klar getrennt. 

Uber die Konstitution der vom Organismus nach Salicylatgabe 
ausgeschiedenen Glucuronide besteht bis heute noch keine Klarheit. 
Nach unseren Befunden ist der Glucuronsiurerest tiber die Aldehyd- 
gruppe an die phenolische Hydroxylgruppe der Salicyl-, Gentisin- und 
Salicylursiure gebunden. Hierfiir spricht die Bestandigkeit der Glucu- 
ronide gegeniiber verdiinnten Alkalien und das Ausbleiben einer An- 
firbung der mit Eisenchloridlésung behandelten Chromatogramme an 
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Abb. 2. Zeitlicher Verlauf der Ausscheidung radioaktiver Stoffwechselprodukte 
im Harn einer Ratte nach intraperitonealer Injektion von Salicylsaure- 
[carboxyl-4C]. 


den Stellen der den Glucuroniden zugeordneten Ry-Werte. Lediglich 
Gentisinglucuronid zeigt bei Zimmertemperatur eine positive Eisen- 
chloridreaktion. Dieses ist verstandlich, da Gentisinglucuronid noch eine 
kernstiindige freie Hydroxylgruppe besitzt. Fiir das Gentisinamid- 
glucuronid konnten Weygand und Mitarbeiter!’ die Bindung des 
Glucuronsadurerestes mit der Hydroxylgruppe in 2-Stellung der Gentisin- 
séure nachweisen. 

Durch Abstoppen der nach Injektion von 40 mg Salicylsaure- 
[carboxyl-“C| vor jeder Urinabgabe verflossenen Zeit und getrennte 
Untersuchung der einzelnen Urinportionen auf ihren Aktivitatsgehalt 
konnten wir eine Ausscheidungsverlaufskurve anlegen (Abb. 2). Aus 
dieser ist zu ersehen, daB die Ausscheidung der radioaktiven Stoff- 
wechselprodukte unmittelbar nach Injektion einsetzt, zwischen der 5. 
und 9. Stunde ihr Maximum erreicht, um dann asymptotisch abzu- 


3 F. Weygand, A. Becher, D. Feldmann u. 0. A. GroBkinsky, diese 
Z. 292, 138 [1953]. 
16* 
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fallen. 30 Stdn. nach Injektion ist die Ausscheidung der radioaktiven 
Stoffwechselprodukte praktisch abgeschlossen. Die Ausscheidungskurven 
fiir die einzelnen Komponenten, die durch radiochromatographische 
Aufschliisselung der einzelnen Urinportionen erhalten wurden, zeigen 
einen ahnlichen Verlauf wie die dargestellte zeitliche Verlaufskurve 
der ausgeschiedenen Gesamtaktivitat. 

Um den EinfluB von Salicylsiure auf die Glucuronsaureausscheidung 
zu bestimmen, haben wir letztere an zwei Tiergruppen untersucht. 
Die erste Gruppe, die als Kontrolle diente, erhielt physiol. Kochsalz- 
lésung und die zweite Gruppe Natriumsalicylat, in der gleichen Menge 
physiol. Kochsalzlésung gelést, intraperitoneal injiziert. Die ausge- 
schiedene Glucuronsaure wurde nach Maughan, Evelynund Browne!” 
bestimmt (s. Tab. 4). 


Tab. 4. Glucuronsaéureausscheidung im 24-Stdn.-Sammelurin von Ratten nach 
intraperitonealer Injektion von physiol. Kochsalzlésing (10 ccm) und Natrium- 
salicylat. Das Natriumsalicylat (200 mg/kg, ber. auf freie Salicylsiure) wurde, 
in 10 cem physiol. Kochsalzlésung gelést, injiziert. Das Gewicht der Ratten betrug 








Substanz Physiol. NaCl] Na-Salicylat 
Anzahl der Tiere. . . - 16 28 
Durchschnittliche Glucuronsiureaussc sheidung | in 24 
, Stdn. ae 20,8 mg 29,2 mg 
% Steigerung der Glucuronsaureaussche idung. iiber 
Normal : 40% 


°;, Anteil der Salicylglucuronide an der e ingese taten 
Salicylsiuremenge, wenn nur der iiber der Normal- 
ausscheidung liegende Anteil der Glucuronsiure 
oe Salicylglucuronid erscheint. . . . 15% 
4 Anteil der Salicylglucuronide an der eingese tzten 
ey lsiuremenge, wenn die gesamte im Urin auf- 
tretende Glucuronsaure als Salicylglucuronid er- 
RRMMAMU SY erie, a see ey foe ng Pee) sy) Ss Me sl al% 








Der Tabelle ist zu entnehmen, dai Salicylsiuregabe eine ver- 
mehrte Glucuronsiéureausscheidung zur Folge hat. Da die kolorime- 
trische Bestimmungsmethode nur den SchluB erlaubt, die nach Salicyl- 
siiuregabe vermehrt ausgeschiedene Glucuronsiure der Bildung von 
Salicylglucuronid zuzuschreiben, errechnet sich, daB nur etwa 15% der 
injizierten Salicylsiure als Glucuronid avsgeschieden werden, ein Er- 
gebnis, welches alten Literaturangaben entspricht. Unter Verwendung 
von “C-markierter Salicylsiure konnten wir jedoch zeigen, daB der 
Anteil der Glucuronide an den Ausscheidungsprodukten der Salicyl- 
siure bei einer Dosis von 200 mg/kg etwa 50% betriagt. Fassen wir 
beide Befunde zusammen, so miissen wir schlieBen, daB nach Gabe von 
Salicylsiure der tiberwiegende Anteil der ausgeschiedenen Glucuron- 
siure als Glucuronid der Salicyl-, Gentisin- und Salicylursiure vorliegt 
und nicht nur die iiber die Normalausscheidung hinausgehende Menge. 
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5. Acetylsalicylsiure 


Nach intraperitonealer Injektion von Acetylsalicylsiure-[O!4COCH, |! 
lassen sich im Urin von Ratten keinerlei radioaktjve Ausscheidungs- 
produkte, die in Beziehung zum Salicylséurestoffwechsel stehen, nach- 
weisen. Die Entacetylierung erfolgt demnach vollkommen und schnell. 
Intraperitoneale Injektion von Carboxyl-'4C-markierter Acetylsalicyl- 
siure fiihrt sowohl qualitativ wie quantitativ zur Ausscheidung der 
gleichen Produkte wie bei der Anwendung von Salicylsiure. Wir sehen 
aus diesem Grunde auf eine ausfiihrlichere Darstellung unserer Ver- 
suche mit der Acetylsalicylsdure ab. 


Zusammenfassung 

Die Stoffwechselprodukte von Gentisin-, Salicylur-, Salicyl- und 
Acetylsalicylsiure im Urin von Ratten wurden qualitativ und quanti- 
tativ mittels C-Markierung bestimmt. 

1. Gentisinséure wird nach intraperitonealer Applikation zu etwa 
*/, unverandert und etwa !/, als Gentisinsiure-glucuronid ausgeschieden. 

2. Salicylursiure erscheint im Urin zum tiberwiegenden Teil un- 
verandert. Ein Bruchteil, der in seiner GréBe dosisabhangig ist, wird als 
Salicylurséiure-glucuronid ausgeschieden. 

3. Die in der Literatur als Stoffwechselprodukt der Salicylsiure 
angesprochene, in ihrer Konstitution bisher unbekannte und ,,Uramino- 
salicylsiure‘‘ benannte Verbindung konnte als Molekilverbindung von 
Gentisinsdure und Salicylursiure identifiziert werden. 

4. Nach der Gabe von Salicylsiure an Ratten erscheint diese im 
Urin zum Teil unverandert neben Gentisin- und Salicylursiure sowie 
den Glucuroniden dieser drei Verbindungen. Der Glucuronidanteil, be- 
zogen auf die Summe aller Ausscheidungsprodukte, betrigt ungefahr 
50%. Kolorimetrische Glucuronséurebestimmung im Urin von nor- 
malen und salicylsiurebehandelten Ratten fiihren, in Verbindung mit 
diesem Befund, zu dem Schlu8, daB die im Normalurin ausgeschiedene 
Glucuronsaurefraktion nach Gabe von Salicylsiure zum iiberwiegenden 
Teil mit dieser bzw. ihren Folgeprodukten konjugiert wird. Als weiteres 
Stoffwechselprodukt der Salicylsiure wurde deren Schwefelsiiureester 
nachgewiesen. 

5. Versuche mit Acetylsalicylsiure, in der Acetylgruppe radioaktiv 
markiert, zeigten, das diese Verbindung nach intraperitonealer Appli- 
kation umgehend und vollstindig zu Salicylsiure entacetyliert wird. 
StoffwechselmaBige Unterschiede zur Salicylsiure beziiglich der Art 
und quantitativen Verteilung der Ausscheidungsprodukte konnten nicht 
festgestellt werden. 


Summary 

The metabolic products of gentisic, salicyluric, salicylic and ace- 
tylsalicylic acid in the urine of rats have been determined qualitatively 
and quantitatively by labelling with MC. 
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1. When gentisic acid is administered by intraperitoneal injection 
approximately two thirds are excreted unchanged and approximately 
one third as gentisic acid glucuronide. 

2. Salicyluric acid is mainly excreted unchanged while a fraction, 
depending on the size of the dose, appears as salicyluric acid glucur- 
onide. 

3. The compound referred to in the literature as ,,uraminosalicylic 
acid‘ and regarded as a metabolic product of salicylic acid has been 
shown to be a molecular compound of gentisic acid and salicyluric acid, 

4. Salicylic acid administered to rats appears in the urine partly 
unchanged together with gentisic acid, salicyluric acid and the glucu- 
ronides of the three acids. The proportion of glucuronides in the total 
excretion products is approximately 50 per cent. The glucuronic acid 
in the urine of normal rats and of rats treated with salicylic acid was 
determined colorimetrically. The experimental results indicate that, 
after administration of salicylic acid, the glucuronic acid fraction nor- 
mally excreted in urine is mainly conjugated with salicylic acid or its 
metabolic products. The sulphate of salicylic acid was also detected 
as a metabolite. 

5. Experiments with acetylsalicylic acid, labeled in the acetyl 
group, have shown that this compound when administered by intra- 
peritoneal injection undergoes immediate and complete deacetylation. 
As far as the metabolic behaviour is concerned no differences were 
observed between salicylic acid and acetylsalicylic acid with respect 
to the nature and quantitative distribution of the excretion products. 
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Zur photometrischen Bestimmung von Kreatin 


mit der Diacetyl-Reaktion * 
Von 
Karl Kanig 


Aus der Forschungsabteilung der Psychiatrischen und Nervenklinik der Freien Universitit Berlin, 
Direktor: Professor Dr. med. H. Selbach 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Oktober 1956) 


Zur direkten Bestimmung des Kreatins! mit der Diacetylreaktion 
wurde fiir Gewebe und Blut eine Methode von Eggleton, Elsden und 
Gough? ausgearbeitet, die nach Raaflaub und Abelin bei ihrer An- 
wendung auf Harn den Nachteil besitzt, daB bei der alkalischen Re- 
aktion laufend Kreatinin in Kreatin iibergefiihrt wird, so daB die Ex- 
tinktion nicht konstant bleibt, sondern allmahlich zunimmt. Sie geben 
folgende Arbeitsvorschrift an?: 


Eine 1-proz. Diacetyl-Lésung wird vor dem Gebrauch 1:20 verdiinnt. «-Naph- 
thol wird kurz vor dem Gebrauch 1-proz. in einer 6-proz. Natronlauge gelést. 1 ml 
eines 1:10 verdiinnten Harns, 2 ml der 1-proz. alkalischen «-Naphthol-Lésung und 
1 mi der verdiinnten Diacetyl-Lésung werden in einen MeBzylinder gegeben, mit 
aqua dest. auf 10 mi aufgefiillt und gemischt. In einer 10-mm-Kiivette wird mit 
dem Stuphofilter 8 53 nach genau 30 und 60 min photometriert. Berechnung: 


E39 min — (£60 min — 230 min) = Wahre Kreatin-Menge 


Nach Raaflaub und Abelin blieb nimlich die Farbintensitét mit reinen 
Kreatin-Lésungen von der 30. bis zur 60. Minute konstant, wahrend die Farb- 
intensitét mit reinen Kreatinin-Lésungen von 0 bis 60 min langsam, aber stetig 
zunahm. Ein Kreatin/Kreatinin-Gemisch ergab eine Summierung beider Kurven, 
so daB die Berechnung der wahren Kreatin-Menge in der oben angefiihrten Weise 
erfolgen konnte. 


Wir arbeiteten die Methode von Raaflaub und Abelin fiir das 
Photometer ,,Eppendorf“ (Filter Hg 546 nm) nach. 


Folgende Reagenzien wurden benutzt: Kreatin (Merck), Kreatinin (Merck), 
a-Naphthol p. a. (Merck), Natriumcarbonat p. a. (Merck), Dimethylglyoxim p. a. 
(Merck), Schwefelsiure p. a. (Merck), Diacetyl (Riedel-de Haén). 


* Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung durch die Deutsche 
Forschungsgemeinschaft ausgefiihrt. 

1 Zur Kritik der indirekten Methode vgl. J. Raaflaub u. I. Abelin, Bio- 
chem. Z. 321, 158 [1950]; K. Hinsberg u. K. Lang, Medizinische Chemie fiir den 
—— und theoretischen Gebrauch, Urban & Schwarzenberg, Miinchen-Berlin, 
1951. 

2 P. Eggleton, S. R. Elsden u. N. Gough, Biochem. J. 37, 526 [1943]. 

3 Merkwiirdigerweise findet man in neueren und neuesten Biichern fiir Labo- 
ratoriums-Medizin keinen Hinweis auf die Methode von Raaflaub und Abelin! 
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I. Untersuchungen mit verschiedenkonzentriertenreinen 
Kreatin- und Kreatinin-Lésungen zeigen die Abb. 1 und 2. Fiir 
jede Konzentration wurden 5 Versuche durchgefihrt. 

Bei reinen Kreatin-Lésungen traten die Extinktionsmaxima im 
Durchschnitt friihestens nach 16,4 min, spitestens nach 18,4 min auf 
und endeten friihestens nach 19,3 min und spatestens nach 22,8 min. 
Eine Abhangigkeit von der Konzentration wurde dabei nicht deutlich. 
Der Extinktionsabfall war fiir jede Konzentration prozentual gleich und 
betrug 30 min nach Versuchsbeginn 2% und nach Ablauf von 60 min 9%. 
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Abb. 2. 


Abb. 1. 
Abb. 1. Zeitlicher Extinktionsverlauf verschieden konzentrierter Kreatin-Lésungen 
(y Kreatin/Ansatz). Mittelwerte aus je 5 MeBreihen. 


Abb. 2. Extinktionsverlauf verschieden konzentrierter Kreatinin-Losungen, die 
jeweils aquimolekular sind zu den oben angegebenen Mengen Kreatin in y. 


Aus den Untersuchungen mit reinem Kreatinin ging hervor, dab 
nach 60 min scheinbar 4% Kreatinin in Kreatin umgewandelt war. In 
Wirklichkeit liegt der Wert aber héher (s. unter IT.); denn die in jedem 
Zeitabschnitt entstandene Menge Kreatin erreicht erst ihr Farbinten- 
sititsmaximum nach etwa 19 min (s. 0.). 

Wiahrend die Extinktion der im ersten Zeitabschnitt entstandenen 
Menge Kreatin nach etwa 19 min wieder langsam zuriickgeht, hat die 
im zweiten Zeitabschnitt entstandene Menge erst das Maximum erreicht 
und das im dritten Zeitabschnitt entstandene Kreatin ist noch in der 
Farbentwicklung begriffen. Die Extinktion nach etwa 19 min setzt sich 
also aus drei verschiedenen Reaktionszustiinden zusammen. Anders ist 
es vor Allauf der 19 min. Hier liegt in jedem MeBpunkt die Summe von 
gleichen Reaktionszustinden vor: Alle neu entstandenen Kreatin- 
Mengen sind noch in der Farbentwicklung begriffen. Aus diesem Grunde 
finden wir bis zu etwa 19 Minuten ein Steilerwerden der Kurven und 
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erst nach diesem Zeitpunkt einen geradlinigen Verlauf. Nach 60 min sind 
daher die Extinktionen um 5—6% héher, als den doppelten 30-min- 
Werten entspricht. 

II. Geschwindigkeit der Kreatinin -- Kreatin- Umwand- 
jung: Wahrend in Abb. 3 die Kurve 1 lediglich den Extinktionsverlauf 
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Abb. 3. Untersuchungen “ 
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unter den Versuchsbedingungen zeigt, gibt erst die Kurve 2 AufschluB 
iiber die tatsichliche Umwandlung von Kreatinin in Kreatin: Ansitze 
mit je 7 ml Kreatinin-Lésung gleicher Konzentration wurden mit 2 ml 
6-proz. Natronlauge stehen gelassen. Nach verschiedenen Zeiten wurden 
jeweils 20 mg «-Naphthol und 1 mi verdiinnte Diacetyl-Lésung hinzu- 
gegeben und die Extinktion nach 19min | gg 

abgelesen. Man sieht, daB nach 24—30 | 
Stdn. ein Gleichgewicht Kreatinin — 
Kreatin eingetreten ist. In den Ansitzen 064 
war soviel Kreatinin enthalten, daB bei 
halber Umwandlung 200 y Kreatin vor- 
handen sein muBten, was einer Extinktion 
von etwa 2,0 entspricht. Dies ist nach 24 
bis 30 Stdn. der Fall. 64 


Ill. Untersuchungen mit Krea- 
tin/Kreatinin-Gemischen: Bei kon- 
stantem Kreatin-Gehalt wurde die Krea- 
tinn-Konzentration derart variiert, daB 
wir 5 Ansitze mit Kreatin/Kreatinin-Ver- _y, 
haltnissen von 1+1, 1+2, 1+5, 1+10 0 
ud 1+20 erhielten. Die gemessenen Le? ids 
Kurven zeigt die Abb. 4, verglichen mit Pcie he Kreatin + Kreatinin-— 
den entsprechenden summierten Einzel- *”pinyctkureen cummiett. 

inzelkurven summiert. 
kurven. Die gemessenen Kurven sind bei 
Kreatin/Kreatinin-Verhaltnissen von 1 +5 bis 1 + 20 deutlich héher als 
die errechneten. 
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Wie man sich an Modellkurven klarmachen kann, laufen die Kurven 
von der 30. bis zur 60. min nur waagerecht bei einem Kreatin/Kreatinin. 
Verhialtnis, das zwischen 1+ 5 und 2-+-5 gelegen ist. Ferner iaBt sich 
berechnen, daB fiir die Formel Exr-atin= E30 min — (Ego min — E30 min) 
folgende groéBten Fehlerprozente auftreten kénnen: 


Kreatinin/Kreatin Fehler %, 
mie +> 0 a5 
35 : 1 +0 
3,25 : 1 + 6,35 
O-: 1 +7 


IV. Der EinfluB des Lichtes auf die Reaktion: Die Extink. 
tions-Kurven liegen mit reinem Kreatin im Dunkeln geringfiigig nie. 
driger, mit reinem Kreatinin aber deutlich héher als im Hellen, so da8 
bei einem Gemisch, z. B. Kreatin/Kreatinin wie 1+ 40, eine leichte 
Erhéhung resultiert. 

V. Die Temperaturabhingigkeit der Reaktion zeigt die 
Abb. 5: Bei reinen Kreatin-Lésungen ist die Extinktion um so niedriger 
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Abk. 5. Temperaturabhangigkeit 64 
der Reaktion. 
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und der Farbintensititsabfall um so geringer, je héher die Temperatur 
ist; im gleichen Sinne tritt das Extinktionsmaximum um so friiher ein. 
Umgekehrt ist bei reinen Kreatinin-Lésungen der Extinktionsanstieg 
um so gréBer, je hoher die Temperatur ist. Wie man erwarten muf, 
geht die Umwandlung Kreatinin -- Kreatin in der Warme schneller 
vonstatten. 
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Nach diesen Versuchen wiirde sich bei einem Gemisch die Kreatin- 
Menge am besten mit bei 47° gemessenen Werten berechnen lassen. 
Entsprechende Versuche fielen jedoch unbefriedigend aus, sicher infolge 
der sehr schnellen kontinuierlichen Kreatinin — Kreatin-Umwandlung. 


VI. Vergleich der Reagenzien nach Eggleton und Mitarbb. 
und nach Raaflaub und Abelin. 


Eggleton und Mitarbb.? stellen eine etwa 1-proz. Diacetyllésung durch 
Destillation von Dimethylglyoxim mit Schwefelsiure her. Raaflaub und Abelin 
bereiten die 1-proz. waBr. Lésung aus reinem Diacetyl. Die ersteren lésen 
a-Naphthol 1-proz. in einem Alkalireagens (30 g NaOH + 80g Na,COs, aqua dest. 
ad 500 ml), die letzteren in 6-proz. Natronlauge. 
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Abb. 6. Vergleich verschiedener Reagenzien (50 y Kreatin pro Ansatz). 


Kurve 1: Alkalireagens + dest. Diacetyl, Kurve 2: 6-proz. Natronlauge + dest. 
Diacetyl, Kurve 3: Alkalireagens + verd. Diacetyl, Kurve 4: 6-proz. Natronlauge 
+ verd. Diacety]l. 


Die vier verschiedenen Kombinations-Méglichkeiten dieser Re- 
agenzien zeigt die Abb. 6. Mit dem Alkalireagens und mit frisch de- 
stilliertem Diacety] liegen die Extinktionen hoher. Mit frisch destilliertem 
Diacetyl treten die Maxima aber wesentlich spiter ein. Der Extinktions- 
abfall ist in allen Fallen gleich. 

Da nach diesen Versuchen anzunehmen war, daB die Diacetyl- 
Konzentration eine erhebliche Rolle fiir den Ablauf der Reaktion spielt, 
wurden entsprechende Untersuchungen durchgefiihrt, die im folgenden 
dargestellt werden: 

VII. Verschiedene Diacetyl-Konzentrationen: Abb. 7 laBt 
erkennen, daB sich die Extinktionsmaxima bei den Diacetyl-Verdiin- 
nungen 1:20 bis 1:50 nicht wesentlich unterscheiden. Der Extinktions- 
abfall wird aber mit zunehmender Verdiinnung immer steiler. Bei einer 
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Abb. 7. Abhangigkeit der Reaktion von der Diacetyl-Konzentration (50 y Kreatin 
pro Ansatz). 
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Abb. 8. Extinktionsverlauf bei verschie- 
denen Kreatinin-Konzentrationen und 
einer Diacetyl-Verdiinnung von 1:7. 


Diacetyl-Verdiinnung von 1 :7 da- 
gegen bleibt die Extinktion zwi- 
schen 30 und 60 min annahernd 
konstant, wie es von Raaflaub 
und Abelin gefordert wird. 
Macht man nun mit dieser Ver- 
diinnung entsprechende Versuche 
mit reinem Kreatinin, so erfahrt 
man, wie Abb. 8 zeigt, daB die 
Extinktion keinesfalls nach 60 
min das Doppelte von der nach 
30 min betrigt, wie es ebenfalls 
von Raaflaub und Abelin ge- 
fordert wird. 
Auch bei einer Diacetyl-Ver- 
diinnung von 1:7 1aBt sich also 
mit der Differenz-Methode Krea- 
tin nicht exakt bestimmen, ab- 
gesehen davon, daB die Extink- 


tionen weit tiefer liegen als bei f 


einer Verdiinnung von 1:20. 


VIII. Verschiedene x-Naphthol-Konzentrationen: Nach 
Abb. 9 liegen die Extinktionen um so héher, je gréBer die «-Naphthol- 
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Konzentration ist. Jedoch erfolgt die Zunahme bei einer «-Naphthol- 
Konzentration tiber 30 mg pro Ansatz hinaus schon wesentlich lang- 
samer. An der Form der Verlaufskurven ist kaum ein Unterschied zu 


erkennen. 


Eine Variation der «-Naphthol-Konzentration bringt also der Me- 
thodik keinen Vorteil. Lediglich die Farbintensitit kénnte erhdht werden. 
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Abb. 9. 
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Abb. 9. Abhangigkeit der Reaktion von der «-Naphthol-Konzentration (die Ziffern 
an den Kurven bedeuten mg «-Naphthol/Ansatz). 50 y Kreatin pro Ansatz, Dia- 
cetyl-Lésung 1:20 verdiinnt. 


Abb. 10, Abhangigkeit der Reaktion von der Natronlauge-Konzentration. Die 
Ziffern an den Kurven bedeuten ,,proz. Natronlauge‘ (2 ml je Ansatz). 


IX. Die Abhingigkeit der Reaktion von der Konzentra- 
tion der Natronlauge zeigt Abb. 10. Bei reinen Kreatinin-Lésungen 
sind die Kurven um so steiler, je héher die NaOH-Konzentration ist, 
- Kreatin um so schneller erfolgt, 


weil die Umwandlung Kreatinin 


je alkalischer das Milieu ist. 


Bei reinen Kreatin-Lésungen sind dagegen in dem Bereich zwischen 


4und 10-proz. Natronlauge die Extinktionen um so héher, je niedriger 
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die NaOH-Konzentration ist. Bei der 2-proz. Natronlauge wird die 
Extinktion wieder niedriger. Die Zeit bis zum Eintritt des Maximums 
wird linger und der daran anschlieBende Extinktionsabfall flacher mit 
fallender NaOQH-Konzentration. 

Was die Héhe der Extinktion anbetrifft, wire also eine 4-proz. 
Natronlauge fiir den Versuchsansatz optimal, was die Konstanz der 
Extinktion nach Erreichen eines Maximums anbetrifft, eine 2-prozentige, 


X. Die Spezifitat der Reaktion: Interessant ist, daB die 
Diacetyl-Reaktion im alkalischen Milieu spezifisch auf die Guanidino. 
Gruppe, —NH-C(NH)-NH,, im sauren Milieu aber spezifisch auf die 
Carbamino-Gruppe, —NH-CO-NH, *, ist. Die Farbstoffbildung mit der 
Guanidino-Gruppe wird durch Zusatz von «-Naphthol, die Farbstoff- 
bildung mit der Carbamino-Gruppe durch Zusatz von aromatischen 
Aminen® verstirkt. Durch Substanzen mit Schwefelgruppen sollen 
beide Reaktionen gehemmt werden® ’. 

Bei der Reaktion zum Nachweis der Carbamino-Gruppe werden 
aber auch Substanzen, die die Guanidino-Gruppe enthalten, in geringem 
MaBe miterfaBt: z.B. betriigt die optische Dichte unter jenen Ver. 
suchsbedingungen fiir 1 Mol Harnstoff 2,6, fiir 1 Mol Citrullin 3,9, fiir 
1 Mol Arginin dagegen aber nur 0,21 und fiir 1 Mol Guanidino-essig- 
siure (Glykocyamin) 0,027. 

Andererseits ergibt Harnstoff bei der Reaktion zum Nachweis der 
Guanidino-Gruppe ebenfalls eine (auBerst geringe) Farbreaktion, wie 
Abb. 11 zeigt. Aber auch andere Substanzen, die die Farbreaktion mit 
Guanidino- bzw. Carbamino-Gruppen hemmen sollen, ergeben unter den 
Versuchsbedingungen bei der Photometrie geringe Extinktionen (s. 
Abb. 11). 

EiweiB bzw. Serum zeigt eine erhebliche, langsam zunehmende 
Farbstoffentwicklung (Abb. 11), wahrscheinlich infolge Freiwerdens 
reaktionsfihiger Gruppen durch Alkalihydrolyse. Dieser Befund steht 
im Gegensatz zu dem von Raaflaub und Abelin, die mit 0,1 ml 
Serum keinen EinfluB auf die Reaktion sahen. 

Harnsiure verursacht dagegen iiberhaupt keine Farbreaktion; die 
Werte sind zum Teil sogar negativ (Abb. 11). 

Nach Raaflaub und Abelin ergeben unter den Versuchsbedin- 
gungen aiquimolare Mengen von Arginin und Glykocyamin eine 5—6 mal, 
von Guanidin eine 10 mal schwichere Extinktion als Kreatin. Ihrer 
Ansicht nach kommen diese Substanzen in nur unbedeutender Konzen- 
tration im Harn vor. Das ist jedoch nicht der Fall: 


4 W. R. Fearon, Biochem. J. 33, 903 [1939]. 

5 V.R. Wheatley, Biochem. J. 42, XLI [1948]. 

6 A. H. Ennor u. L. A. Stocken, Biochem. J. 42, 557 [1948]. 

7 F. Turba, in Hoppe-Seyler/Thierfelder, Handbuch der physiologisch- und 
pathologisch-chemischen Analyse, Bd. III, Springer, Berlin-Géttingen-Heidelberg, 
1955. 
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Sullivan und Mitarbb.® fanden bei 70% ihrer untersuchten Muskeldystrophien 
bis zu 144 mg Guanidin pro Tag im Harn. Methylguanidin wird normalerweise zu 
3-15 mg pro Tag im Urin ausgeschieden®. Glykocyamin erscheint physiologisch 
bis zu 30 mg/die im Harn (Wissenschaftliche Tabellen, Geigy 1953); bei Muskel- 
dystrophien findet man Mengen zwischen 20 und 75 mg/die!®. Die physiologische 
Arginin-Ausscheidung betragt im Durchschnitt pro Tag etwa 24 mg. 
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Abb. 11. Eigenreaktion verschiedener Substanzen unter den Versuchsbedingungen. 
Die Ziffern bei den einzelnen Stoffen bedeuten mg je Ansatz. Serum: 0,1 ml. 


Da 1 mg Kreatin 0,45 mg Guanidin, 0,89 mg Glykocyamin und 
133 mg Arginin aquimolar ist, so ergibt sich, daB z. B. eine 9 mg-proz. 
Guanidin-Lésung oder eine 5 mg-proz. Glykocyamin-Lésung oder eine 


5 M. X. Sullivan, W.C. Hess u. F. Irreverre, J. biol. Chemistry 114, 633 
[1936]. 

® J. E. Andes, F. L. Hawk u. G. A. Emmerson, Arch. int. Pharmacody- 
nam. thérap. 58, 165 [1938]. J. E. Andes u. V.C. Myers, J. Lab. clin. Med. 22, 
147 [1937]. 

10 H. D. Hoberman, E. A. H. Sims u. W. W. Engstrom, J. biol. Che- 
mistry 178, 111 [1948]. 








Bd. 306 (1957) 





256 Karl Kanig, 





































2,4-proz. Arginin-Lésung eine 2- bzw. 1- bzw. 0,33 mg-proz. Kreatin. 
Lésung vortaéuschen kann. Bei einer Tagesausscheidung von 1000 mi 
Harn wiirde das schon eine scheinbare Kreatin-Ausscheidung von 3:3 mg 
pro Tag ergeben. Es wire also angebrachter, bei der alkalischen 
Diacetyl-Reaktion nicht mg Kreatin/die, sondern mg diace. 
tyl-positive Substanzen/die anzugeben. In den meisten Fallen 
diirfte allerdings der iiberwiegende Teil Kreatin sein. 

Was die Spezifitét anbetrifft, bietet also die Diacetyl-Reaktion 
gegeniiber der indirekten Kreatin-Bestimmung keinen wesentlichen 
Vorteil. 

XI. Der EinfluB verschiedener Substanzenauf die Kreatin. 
Diacetyl-Reaktion: Raaflaub und Abelin priften verschiedene 
im Harn vorkommende Substanzen hinsichtlich ihres stérenden Ein- 
flusses auf die Farbreaktion mit Kreatin: 


Pro Ansatz reinen Kreatins wurden 


10 mg NaCl 0,2 mg CaCl, 100 y Hippursaure 
10 mg KH,PO, 1 mg Harnsiure 100 y Ascorbinsiure 
10 mg (NH,).SO, 1 mg Aceton 100 y Glykokoll 


0,5 mg K,S 100 y Ornithin 
0,2 mg MgCl, 


hinzugesetzt. 


10 mg Glucose 


Sie fanden bei keiner dieser Substanzen einen stérenden Einflub. 
Bei Harnstoff stellten sie erst eine Hemmung fest, wenn die Konzen- 
tration 10 mg/Ansatz tiberstieg. 

Wir kamen zu anderen Ergebnissen: Von den genannten Stoffen 
priften wir den Einflu8 von NaCl, Harnstoff und Harnsiure in der 
GréBenordnung der physiologischen Ausscheidung im Harn. Die Ergeb- 
nisse zeigt Abb. 12. Die ersten beiden Substanzen haben einen gering 
hemmenden, die Harnsiaure einen stark hemmenden Einflu8. Dariiber 
hinaus wurden von uns noch weitere, im Harn vorkommende Sub- 
stanzen gepriift, vor allem solche, die infolge ihrer S-Gruppen die Re- 
aktion hemmen sollten. Die Konzentrationen wurden auch hier in der 
GréBenordnung der physiologischen Ausscheidung gewahlt. Die Ergeb- 
nisse zeigt ebenfalls die Abb. 12. Man sieht, da Cystin, Methionin und 
Glutathion einen gering hemmenden, Methylguanidin dagegen einen 
gering férdernden EinfluB haben. In héherem MaBe fordernd ist das 
Cystein. Dieser Befund steht im Gegensatz zu dem anderer Autoren 
(s. unter X.). 

Die Férderung oder Hemmung der Kreatin-Diacetyl-Reaktion 
durch die untersuchten Substanzen stimmt also nicht immer mit deren 
Eigen-Farbreaktion, wie sie in Abschnitt X beschrieben wurde, iiberein. 


In der Férderung bzw. Hemmung der Reaktion durch verschiedene 
im Harn vorkommende Substanzen kann man einen Anhaltspunkt 
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dafiir finden, daB verschiedenen Harnen zugesetztes Kreatin auch unter- 
schiedlich wiedergefunden wird (zu 81—103% nach Raaflaub und 
Abelin). Es hangt von der Zusammensetzung und Konzen- 
tration der auBer Kreatin noch im Harn enthaltenen Sub- 
stanzen ab, ob die Reaktion gehemmt oder geférdert wird 
oder ob sich beide Mecha- 
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nismen gegenseitig auf- | 
heben. In den meisten Fallen | te apse 
wird eine Hemmung resultieren,  * PF GR Bay 
da Harnsdure immer in gr6Berer - ig “—~ Cystin 001 
Konzentration im Harn vorhan- gf , + grant 3 
den ist. Auch wir fanden, daB Warnstof? 29 
die Extinktionskurven _ eines NaCl 500 





























Kreatin/Harn-Gemisches zumeist 
tiefer lagen als die entsprechen- — 2 
den Summenkurven, was den 
Befunden von Raaflaub und 
Abelin entspricht. 

Um die stérenden Einfliisse | / 
bei der Diacetyl-Reaktion im =, 
Harn zu _beriicksichtigen, kann 
man folgende Methode anwen- 
den: Nach der Kreatin-Bestim- 
mung im Harn macht man einen 
zusaitzlichen Versuch, indem man 
z.B. 60 y Kreatin zu einem er- 10 20 30 
neuten Harnansatz hinzusetzt Min —— 
und feststellt, zu wieviel % das Abb. 12. FinfluB verschiedener Substanzen 
augesetzte Kreatin wiedergefun- ot he Ras eee See. 

‘ i (Zusatze in mg zum Kreatin-Kreatinin- 

den wird. Die Berechnung des Gemisch). 
wirklich im Harn vorhandenen 
Kreatins geschieht dann nach folgender Formel: 





Le Harnsdure 03 




















gefundenes Kreatin im Harn in mg x 100 
wiedergefundenes Kreatin im Harn in % ° 


XII. Verbesserte Methodik: Nach AbschluB unserer systema- 
tischen Untersuchungen, die sich iiber einen Zeitraum von 114 Jahren 
erstreckten, erschien es am giinstigsten, die Methode von Raaflaub 
und Abelin in folgender Weise zu variieren: 

A. 3 Reagenzglaser mit Schliffstopfen werden vorbereitet: In das 
1.Glas kommen 7 ml aqua dest. (Leer-Versuch), in das 2. Glas 
kommen 6 ml aqua dest. + 1 ml eines 1:10 verdiinnten Harns (Haupt - 
versuch), in das 3. Glas kommen 6 mi einer 1:100 verdiinnten 100 mg- 
proz. Kreatin(Merck)-Lésung + 1 m/ des 1:10 verdiinnten Harns 
(Zusatz-Versuch, s. u. XI). (Die Kreatin-Lésung ist im Kihlschrank 
etwa | Woche haltbar.) 
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wahre Kreatin-Menge = 
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B. 1 m/ einer 1-proz. wa8r. Diacetyl-Lésung (hergestellt aus Dia. 
cetyl der Fa. Riedel-de Haén, im Kiihlschrank monatelang haltbar) 
werden mit 19 m/ aqua dest. gemischt (diese Lésung muB jeden Tag 
frisch hergestellt werden). 

C. Jetzt werden 70 mg «-Naphthol p.a. (Merck) in 7 ml 2-proz, 
Natronlauge (hergestellt aus Natriumhydroxyd p.a. [Merck]) voll- 
stindig gelost. Von dieser Losung werden sofort in jedes der vorbe. 
reiteten Reagenzgliser 2m/ und anschlieBend von der verdiinnten 
Diacetyl-Losung 1 m/ gegeben. 

D. Nach Aufsetzen der Schliffstopfen werden die Glaser 3 mal um- 
gekippt. Danach werden die Stopfen wieder entfernt und die Glaser an 
einem dunklen, méglichst temperaturkonstanten Ort aufbewahrt. 

E. Die Ansiatze werden nach genau 45 Min. — vom Zeitpunkt des 
Einfillens der verdiinnten Diacetyl-Losung an gerechnet — im Photo. 
meter ,,Eppendorf“ (Filter Hg 546 nm, 10-mm-Kiivetten) photome- 
triert: 


. Der Hauptversuch gegen den Leer-Versuch = £,, 

. der Zusatz-Versuch gegen den Haupt-Versuch = E, 
und nach 60 min nochmals, 

3. der Hauptversuch gegen den Leer-Versuch = £3. 


wo=— 


In der Eichkurve wird die Extinktion der im Zusatz-Versuch ver- 
wandten Menge Kreatin abgelesen = E,. 


F. Berechnung: 


r, 
1. B, —3(E, — B,) = Ex 2. - E, = Exreatin 
“2 


G. Herstellen einer Eichkurve: Zu diesem Zweck werden 
6 Ansatze von 10 y — 60 y Kreatin und 1 Leer-Ansatz vorbereitet, so 
daB in jedem Reagenzglas 7 mi Fliissigkeit enthalten sind (vgl. unter A.). 
Jetzt werden immer 1—2 Ansitze auf einmal, wie unter B.—D. be- 
schrieben, weiterbehandelt und nach genau 45 min einzeln gegen Luft 
photometriert. Der Leerwert wird von jedem Eichwert abgezogen und 
die so erhaltenen Extinktionen in ein Koordinaten-System eingetragen. 
Die Punkte liegen alle nahe einer Geraden, die den Nullpunkt schneidet. 


Zusammenfassung 


In systematischen, kritischen Untersuchungen tiber die Kreatin- 
Bestimmung mit der Diacetyl-Methode sollte die Spezifitat der Diacetyl- 
Reaktion gepriift und der Einflu? anderer, im Harn vorkommender 
Substanzen auf die Kreatin-Diacety|-Reaktion festgestellt werden. 

Durch Herabsetzen der NaOQH-Konzentration und durch Verdan- 
derung der Ablesezeiten konnte die von Raaflaub und Abelin an- 
gegebene Methodik verbessert werden. 
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Im Harn sind Substanzen enthalten, von denen einige die Diacetyl- 
Kreatin-Reaktion hemmen und einige sie fordern. Durch eine zusitz- 
liche Untersuchung k6nnen diese Stérfaktoren bei der Berechnung der 
wahren Kreatinmenge beriicksichtigt werden. 

Da die Diacetyl-Reaktion im alkalischen Milieu spezifisch auf die 
Guanidino-Gruppe ist, kénnen Substanzen, die diese Gruppe enthalten, 
Kreatin-Ausscheidungen von mehreren Milligramm pro Tag, in be- 
sonderen Fallen sogar tiber 30 mg/die vortéuschen. 


Summary 


The diacetyl method for the estimation of adie has been exa- 
mined to determine the specificity of the reaction gud the influence of 
other substances present in urine. A modified form of the Raaflaub and 
Abelin method has been employed using a lower concentration of sodium 
hydroxide and different time intervals in the photometric determination. 
A procedure is given for correcting the observed creatine content for the 
effect of interfering substances in urine, some of which promote the 
reaction while others retard it. Attention is directed to the possibility 
of false results due to the fact that the diacetyl reaction is specific for 
the guanidino group in alkaline medium. Substances containing this 
group may give results indicating apparent creatine excretions of more 
than 30 mg per day. 











Uber das Vorkommen von Trimeth ylaminoxyd, Homarin, 
Trigonellin und einer Base C,H,O,N in der Krabbe 
(Crangon vulgaris) 

Von 
D. Ackermann und P. H. List 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Wirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Oktober 1956) 


Seinerzeit hatte der eine von uns gemeinsam mit Fr. Kutscher! 
das Vorkommen von Arginin, Lysin, N-Methylpyridin, Gly- 
kokollbetain, Tyrosin, Leucin, Hypoxanthin und Fleisch- 
milchsaure in Crangon vulgaris beschrieben. Kreatin(in) fehlte, was 
den AnlaB zu der Vermutung des alternativen Vorkommens von 
Kreatin(in) und Arginin bei Vertebraten bzw. Avertebraten gab. In der 
Folge hat sich diese MutmaBung weitgehend, wenn auch nicht aus- 
nahmslos bestiatigt, wobei diese beiden Guanidinderivate ja dann als 
Bestandteile von Phosphagenen erkannt wurden. 

Zwei als Crangonin und Crangitin bezeichnete Korper lieben 
sich damals nur nach der Zusammensetzung ihrer Chloraurate vermuten. 
Zu weiterer Identifizierung reichten die Mengen nicht aus, weil die 
Methoden der Mikroanalyse noch nicht zur Verfiigung standen. Es kann 
sich daher um Gemenge gehandelt haben. In der vorliegenden Arbeit 
sind wir den beiden Stoffen nicht begegnet. E. Berlin? isolierte dann 
noch aus Krabben Cholin und H. Fuchs® groBe Mengen Taurin und 
Harnstoff. 

Die von uns erneut vorgenommene Untersuchung des waBrigen 
Extraktes von Crangon vulgaris ergab, wie zu erwarten, das Vorhanden- 
sein von Trimethylaminoxyd, was ja schon im Hummer und Flub- 
krebs! sowie in Seefischen, Cephalopoden und Amphibiwm necturus® 
gefunden wurde. Homarin und sein Isomeres Trigonellin konnten 
wir als Chlorid, Pikrat und Chloraurat identifizieren, doch lagen immer 
nur Gemenge beider Basen vor, wie sich papierchromatographisch 
zeigen lieB. Zu einer Trennung in analysierbaren Mengen reichte das 
Material nicht aus. 


1 —D. Ackermann u. Fr. Kutscher, Z. Unters. Nahr. u. GenuBmittel. 13, 
180, 610 [1907]; 14, 687 [1907]. 

2 E. Berlin, Z. Biol. 72, 1 [1911]. 

3-H. Fuchs, Z. Biol. 984, 30 [1937]. 

4 F. A. Hoppe-Seyler, diese Z. 221, 45 [1933]. 

5 Literatur: Hoppe-Seyler/Thierfelders Handb. d. physiol. u. pathol. chem. 
Analyse, 10. Auf]. 1955, Bd. TIT, 8. 1128; Beitrag von E. Miiller. 
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Das von F. A. Hoppe-Seyler® seinerzeit im Hummer entdeckte 
Homarin wurde schon haufig in der niederen Tierwelt gefunden, und 
zwar in Anemonia sulcata’, Arbatia pustulosa®, Arca Noae®, Velella 
spirans® und Patella sp.°. Trigonellin ist bisher als normaler Harn- 
bestandteil des Saugetierorganismus!°, ferner bei Anemonia sulcata’ 
beobachtet. Neuerdings konnten wir es bei Nachuntersuchung eines 
Priparates aus Patella sp. auf papierchromatographischem Wege auch 
in dieser Meeresschnecke neben Homarin feststellen. 

SchlieBlich gelang uns noch die Isolierung einer Verbindung der 
Formel C,H,O,N als Chlorid, Pikrat und Chloraurat. Die Bruttoformel 
ist die der y-Aminobuttersiure, doch kommt diese nicht in Betracht, da 
sie mit Alkaloidfallungsmitteln keine schwerléslichen Verbindungen gibt. 
Wohl aber konnte mit dem Vorliegen von Dimethylglycin gerechnet 
werden, das synthetisch nach W. Léb! dargestellt wurde und weit- 
gehend mit unserer Base tibereinstimmte. Da aber diese im Gegensatz zu 
Dimethylglycin kein Kupfersalz gab und auch die Schmelzpunkte der 
Chloraurate sowie die Ry-Werte differierten, muB die endgiiltige Klarung 
der Konstitution unserer Base verschoben werden, bis ausreichende 
Mengen neu dargestellt sind. 


Beschreibung der Versuche 
(Ubersicht des Fallungsganges s. S. 262) 

6 kg Crangon vulgaris* wurden in Gegenwart von Methanol im Starmix zer- 
kleinert und zentrifugiert. Nach Waschen auf der Zentrifuge mit Methanol wurden 
die vereinigten Lésungen vom Methanol befreit. Die verbleibende schwach saure 
waBrige Lésung schiittelte man viermal mit Butanol aus, worauf der waBrige 
Teil nach Beseitigung gelésten Butanols zur Verarbeitung kam. — Jetzt wurde 
aus einer 1500cem betragenden Lésung bei Gegenwart von 5-proz.Schwefelsdure mit 

1. Phosphorwolframsiaure (500 g + 1000 cem 5-proz. Schwefelsiure) ge- 
fallt, die Fallung abgesaugt, mit 5-proz. Schwefelsiure gewaschen und in bekannter 
Weise mit Baryt in freie Basenlésung verwandelt. Aus der schwach schwefelsauer 
gemachten Fliissigkeit lieB sich nach starkem Einengen durch vorsichtige Fallung 
mit Methanol der gréBte Teil des 

2. Kaliumsulfates beseitigen. Die vom Methanol befreite, eingeengte 
Lisung machten wir schwach salpetersauer und fallten mit Silbernitratlésung die 

3. Purinbasen aus. Das Filtrat dieser Silberfallung wurde mit 

4. Silbernitrat und Baryt vom Arginin befreit, abgesaugt und nun mit 
Schwefelsiure die Bariumionen und mit Schwefelwasserstoff die Silberionen be- 
seitigt. Hieran schloB sich zwecks weiterer Reinigung und Entfernung der Salpeter- 
sdure eine erneute 

5. Phosphorwolframsaure-Fallung. Die hieraus nach Zersetzung mit 
Baryt frei gemachten Basen fallten wir bei neutraler Reaktion mit Dipikrylamin- 
magnesiumlosung, woranf 47 g eines 


° F. A. Hoppe-Seyler, diese Z. 222, 105 [1933]. 
* D. Ackermann, diese Z. 295, 1 [1953]. 
’ F. Haurowitz u. H. Waelsch, diese Z. 161, 300 [1926]. 
* D. Ackermann u. R. Janka, diese Z. 298, 65 [1954]. 
10 W. Linneweh u. H. Reinwein, diese Z. 207, 48 [1932]; 209, 110 [1932]. 
4 W. L6b, Biochem. Z. 51, 123 [1913]. 
* Das Material verdanken wir der Freundlichkeit der Herrei. Priv. Doz. 
Dr. P. Karlson, Miinchen, und Dr. H. Schwarz, Farbenfabriken Baver. 
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Ubersicht des Fallungsganges 


1. Phosphorwolframsiurefallung 


Methanolfallung bei schwach schwefels. Reaktion 
~7 


2. Kaliumsulfat | 


bo 


Silbernitrat bei salpeters. Reaktion 


3. Purinbasensilberfallung | 
Barytwasser 


4. Silber- Baryvtfallung 
(Arginin) | 
5. Phosphorwolframsaure bei schwefels. Reaktion 


6. Schwerlésl. Dipi- 
krvlaminat (47 g) 
(Glykokollbetain) { 

7. Leichter lésl. Dipikrylaminate 


Dipikrylaminmagnesiumlésung 
cae | 


Reineckesdure 
Ss 1 
8. Alkalische Reineckat- 9. Saure Reineckat- 10. Reineckat-Filtrat 
Fallung Fallung Homarin u. 
(C,H,O.N) Trimethylaminexyd Trigonellin 


6. schwerléslichen Dipikrylaminates entstand, das schéne dunkelrote 
Kristalle lieferte und im wesentlichen Glykokollbetain enthielt (Schmp. des 
Chlorides 237—241°, des Pikrates 180°). Die Mutterlauge dieser Fallung lieferte 
nach dem Einengen auf ein kleines Volumen ein 

7. leichterlésliches Dipikrylaminat, das mit Schwefelsiure und Tier- 
kohle in eine Lésung des Sulfates iibergefiihrt wurde. Nach genauer Beseitigung 
der Schwefelsiure mit Baryt lag schlieBlich eine ziemlich reichliche Menge eines 
alkalisch reagierenden diinnen Sirups vor, der durch Zugabe von alkalischer 
Reineckatsalzlésung zu einer 

8. alkalischen Reineckatfallung fiihrte. Nachdem diese Fallung mit 
Silbersulfat usw. in eine Lésung der freien Base verwandelt war, wurde mit alkohol. 
Pikrinsaure gefallt. Das Pikrat (Ausb. 0,36 g) lieferte nach dem Umkristallisieren 
Werte, die auf die BaseC,H,O,N schlieBen lieBen*. Schmp. nach K ofler 154—162°. 

4,250 mg Sbst.: 5,615 mg CO,; 1,460 mg H,O. — 2,920 mg Sbst.: 0,477 ccm 
N, (28°, 724 mm). 

C,H,O,N-C,H,0,N, Ber. C 36,15 H 3,64 N 16,87 
Gef. C 35,97 H 3,84 N 17,65 

Das umkristallisierte Pikrat wurde mit Salzsiure und Ather in das Chlorid 
verwandelt und mit Goldchlorid-Chlorwasserstofflésung gefallt. Nach Um. 
kristallisation des Goldsalzes aus Salzsiure ergaben sich folgende Werte: 

5,430 mg Sbst.: 2,230 mg CO,; 1,330 mg H,O; 2,406 mg Au. — 3,684 mg Sbst.: 
0,119 cem N, (23°, 729mm); 1,636mg Au. — 6,504 mg Sbst.: 5,970 mg AgJ 
(N-Methylbest.). 


* Analysen saémtlich von Dr. Ing. A. Schoeller, Kronach (Obit.). 
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C,H,O,N-H AuCl, Ber. C 10,84 H 2,28 N 3,16 Au 44,50 
Gef. C 11,21 H 2,74 N 3,57 Au 44,31; 44,41 
-CH;-Best.: Ber. 1 CH; 3,39; 2 CH, 6,78; 3 CH, 10,17 
Gef. 5,88 

Da erfahrungsmaBig die Werte bei der V-Methylbestimmung etwas zu niedrig 
ausfallen, sind 2 Methylgruppen anzunehmen. 

Schmp. des Goldsalzes 197—202° (Kofler). 

Das Goldsalz wurde durch Schiitteln mit Silberpulver vom Gold befreit und 
in das Chlorid verwandelt, das schén kristallisierte. 

2,755 mg Sbst.: 0,267 ccm N, (25°, 732 mm). 

C,H,O,N-HCl Ber. N 10,04 Gef. N 10,69 

Da die Formel C,H,O,N dieselbe ist wie die des Dimethylglycins, lieBen wir 

eine kleine Menge des Chlorides bei einer Elektrodenspannung von 300 V (etwa 
5 V/cm) auf Papier neben synthetisch dargestelltem Dimethylglycin und Glykokoll- 

betain wandern und stellten fest, daB zwar noch eine. geringe Menge Glykokoll- 
betain aber kein Dimethylglycin vorlag. Unser Chlorid lieferte eine viel entferntere, 
weit ausgelaufene Zone (Entwicklung mit Joddampfen). Merkwiirdigerweise war 
trotzdem der Schmp. des Pikrates aus Krabben (154—162°) fast derselbe wie 
der des synthet. Dimethylglycins (155—157°), der Misch-Schmp. lag jedoch bei 
122—126°, Vor allem zeigte die aus dem Chlorid gewonnene freie Base im Gegensatz 
zu Dimethylglycin nicht die Fahigkeit, beim Kochen mit Kupfercarbonat ein 
Kupfersalz zu bilden. 

Das Filtrat der alkalischen Reineckatfallung verwande'ten wir durch An- 
siuren mit Schwefelséiure in eine 

9. saure Reineckatfallung, die nach Zersetzung mit ‘Silbersulfat usw. 
in das Chlorid tibergefiihrt wurde, das kristallinisch war und nach dem Um- 
kristallisieren Werte fiir Trimethylaminoxydchlorid gab. 

3,985 mg Sbst.: 4,725 mg CO,; 3,200 mg H,O. — 2,666 mg Sbst.: 0,309 cem Ny 
(24°, 732 mm). — 9,308 mg Sbst.: 12,040 mg AgCl. 

C,H,,ONCI1 Ber. C 32,27 H 9,03 N 12,56 C131,79 
Gef. C 32,36 H 8,99 N 12,83 Cl 31,69 

Aus dem Chlorid wurde das Chloraurat gewonnen und aus Salzsiure um- 
kristallisiert. 

6,066 mg Sbst.: 2,030 mg CO,; 1,480 mg H,O; 2,860 mg Au. — 3,730 mg Sbst. : 
0,126 com N, (24°, 736 mm). 

C,H,ON-HAuCl, Ber. C 8,68 H 2,43 N 3,37 Au 47,50 
Gef. C 9,13 H 2,73 N 3,76 Au 47,15 

10. Das Filtrat der sauren Reineckatfallung wurde mit Silbersulfat 
usw. in eine Lésung der freien Basen verwandelt und nun mit Flaviansiure gefallt. 
Das hellgelbe Flavianat enthielt ein Gemenge der beiden Isomeren Homarin und 
Trigonellin. Es ergaben sich fiir das daraus dargestellte Pikrat, Chlorid und 
Chloraurat gleiche Analysenwerte. Die papierchromatographische Untersuchung 
(Schleicher & Schill, 2043b; Butanol-Eisessig-Wasser 2:1:4) zeigte zwei 
Flecken; Ry 0,32 und 0,39. Daneben Trigonellin 0,32 und Homarin 0,39. Die 
geringe Menge erlaubte keine praparative Trennung. 


Pikrat 
4,180 mg Sbst.: 6,435 mg CO,; 1,080 mg H,0. 
C;H,0,N-C,H,0,N, Ber. C 42,61 H 2,75 Gef. C 42,01 H 2,89 
Chlorid 
4,479 mg Sbst.: 7,880 mg CO,; 1,950 mg H,O. — 4,485 mg Sbst.: 0,205 ccm 
N, (25°, 732 mm). — 5,875 mg Sbst.: 4,770 mg Ag Cl. 


C,H,O,N-HCI Ber. C 48,40 H 4,65 N 8,08 Cl 20,43 
Gef. C 48,02 H 4,87 N 8,36 C1 20,02 
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Chloraurat 
7,910 mg Sbst.: 5,085 mg CO,; 1,250 mg H,O. — 19,545 mg Sbst.: 8,050 mg Au. 
C,H,0O,N-HAuCl, Ber. C 17,62 H1,69 Au 41,33 Gef. C 17,54 H1,77 Au 4i,19 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die zur Ver. 
fiigung gestellten Mittel. 


Zusammenfassung 


In der Krabbe Crangon vulgaris fand sich durch weitere Unter- 
suchung Trimethylaminoxyd, Trigonellin und Homarin, ferner 
eine Base C,H,O.N, fiir deren Konstitutionsermittlung die Menge nicht 
ausreichte. 


Summary 
Trimethylamine oxide, trigonelline and homarine have been de- 
tected in the crab Crangon vulgaris together with a base C,H,O,N. The 


amount of the latter was insufficient for determination of the con- 
stitution. 
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Die Giftsekrete 
der brasilianischen Tarantel Lycosa erythrognatha 
und der Wanderspinne Phoneutria fera' 


Von 
F. G. Fischer und Hans Bohn 
Aus dem Chemischen Institut der Universitit Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Oktober 1956) 


Die Giftdriisen-Sekrete dieser beiden, auch fiir den Menschen ge- 
fihrlichen, brasilianischen Spinnen enthalten in der Hauptmenge 
Proteine, wie sich aus ihrer elektrophoretischen Analyse und der chro- 
matographischen Analyse ihrer Hydrolysate ergibt. 

Die Papierelektrophorese laBt auBerdem erkennen, da in beiden 
Sekreten eine basische Aminosiure und gréBere Mengen von sauren 
Aminoséuren in freiem Zustand vorhanden sind (Abb. 1 und 2). Diese 
wurden nach papierchromatographischer Trennung identifiziert und 
bestimmt (Tab. 1). 


Tab. 1. Freie Aminosiuren und Histamin (°, der Trockensekrete). 

















Glutamin- | Asparagin- | Lysin Histamin 
saiure siure _ 
Phoneutria fera. . . . 23,6 1,0 0,2 1,0 
Lycosa erythrognatha . 11,8 0,7 1,0 3.6 


Bemerkenswert ist der hohe Prozentsatz an freierGlutaminsaure, 
den diese Sekrete gemeinsam mit den Sekreten von drei der neun unter- 
suchten Arten von Vogelspinnen haben?. Daneben finden sich kleinere 
Mengen von Asparaginsaure und, im Gegensatz zu den Vogelspinnen- 
Sekreten, auch von Lysin. Die in den Vogelspinnen-Giften durchweg zu 
einigen Prozenten frei vorhandene y-Amino-buttersiure ist in den 
Sekreten von L. erythrognatha und P. fera auch nicht spurenweise vor- 
handen. Ebenso fehlen hier die dort (in den Sekreten von sieben Arten 


_ zu 30—40°%) nachgewiesenen, stark basischen Komponenten, die bei 
_der alkalischen Spaltung Spermin bzw. Trimethylendiamin und 
_ p-Hydroxy-benzaldehyd, p-Hydroxy-benzoesiure, p-Hydroxy-phenyl- 
| essigsiure und p-Hydroxy-phenylmilchsiure geben?. 








1 VIII. Mitteil. tiber Tierische Toxine; VII. Mitteil.: F. G. Fischer u. 
H. Bohn?2, 
2 F.G. Fischer u. H. Bohn, Liebigs Ann. Chem., im Druck. 














266 F. G. Fischer und Hans Bohn, Bd. 306 (1957) 


Als weitere Komponente, welche die starken physiologischen 
Wirkungen der Giftsekrete dieser beiden Spinnen mitbestimmt, wurde 
jedoch Histamin nachgewiesen (Angaben zur quantitativen Bestim- 
mung im methodischen Teil). Dieses Amin fehlt in den Vogelspinnen- 
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Abb. 1. Phoneutria fera. Abb. 2. Lycosa erythrognata. 


Abb. 1 u. 2. Die papierelektrophoretische Auftrennung der Giftdriisen-Sekrete von 

Phoneutria fera und Lycosa erythrognatha. (Veronalpuffer px 7,0, 4 V/cm, 4Stdn., 20°) 

In den oberen Abb. (a) sind die Elektropherogramme mit Ninhydrin entwickelt 

und die Farbungen als Cu-Salze mit Licht von 515 my photometriert, in den 

unteren Abb. (b) sind die Elektropherogramme mit Amidoschwarz 10 B angefiarbt 
und mit Licht von 620 my photometriert. 


x = Glutaminsaure u. Asparaginsiure; + Lysin; ++ Histamin. 


Sekreten vollstandig; sein Vorkommen im Gift der Honigbiene® (0,34 bis 
0,48°,)4 und der Wespe® (1,6—2,0°,) ist bekannt. 

Die Proteine der beiden Giftsekrete wandern bei der Elektro- 
phorese in einer Pufferlésung von py; 7,0 mit Ausnahme eines kleinen 
Anteils kathodisch (siehe Abb. 1 und 2). Bessere Trennungen als in 


neutralen Lésungen mit dem ElphorH-Gerit erzielt man im ,,Phero- 





3 D. Ackermann u. H. Mauer, Pfliigers Arch. ges. Physiol. 147, 623 [1944]. 
4K. Slotta u. P. Borchert, Mem. Inst. Butantan 26, 279 [1954]. 
5 R. Jaques u. M. Schachter, Brit. J. Pharmacol. 9, 53 [1954]. 
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graph‘ nach Th. Wieland und G. Pfleiderer® bei px 5,0 (durch 
5stdg. Elektrophorese in dem Papierbogen bei 5,8 V/cm, 0°). Das Gift- 
sekret von L. erythrognata wird dabei in vier Fraktionen geschieden, 
deren relative Prozentsitze durch Photometrierung der Schwarzungen 
nach Anfarbung mit Amidoschwarz 10B geschatzt wurden (gleiche An- 
farbbarkeit aller Proteinfraktionen vorausgesetzt). Frakt.I: 26°, 
(4,2 cm gewandert). Frakt. II: 53%, (—2,6cm). Frakt. III: 10°, 
(—1,l em). Frakt. IV: 11% (0 cm). 


Auch das Sekret von P. fera wird in vier Fraktionen aufgeteilt 
(5,1 V/em, 0°, 5S8tdn.): Frakt.I: 14°, (—3,4em). Frakt. II: 64°, 
(—2,5 em). Frakt. III: 20% (—0,9 cm). Frakt. IV: 2° (0 cm). 

Die relativ schnell! wandernde Frakt. II wiegt also in beiden Se- 
kreten mengenmaBig bei weitem vor. 

Da die geringen zur Verfiigung stehenden Sekretmengen eine Ana- 
lyse der einzelnen Fraktionen nicht zulieBen, wurde zur ersten Ubersicht 
eine Aminoséuren-Analyse® des P. fera-Rohsekrets ausgefiihrt 
(Tab. 2). 


Tab. 2. Die Aminoséuren-Zusammensetzung des Giftsekretes von Phoneutria fera. 
(g Aminosaure in 100 g Rohgift, getrocknet bei 60°, 0,1 Torr.) 


CYS SE en ee eee 7,8 LE ee aaa ae eee 6,8 
WIG RPA ek So necink eats 2,7 2 ne ae ene a 5,2 
IRE UF i 8 ba eZee i er Phenylalanin. ...... 352 
BION k Foes! Lie, onus nase ne ise 1,4 PSOIGHOUNG 27 c6:' 59-8 bea 2,0 
Asparaginsiure ....... 6,8 WOOUGHUP Bie esis i.5 etnies! “6 2,5 
Glutaminsfure. ....... 28,7 LE A ae 2,2 
ES Oe eee ee eer 2,4 OC a a re 0,8 
C0 ae ee 3,3 ATYPLOPHAN «2 «2 « + « 4,4 
MEMOOMIN) oe. ais) 6 eras wl 2,4 Velo rr ee 1,0 
BEUMAEEN: Wo cveg 2a) se igh aye Stee 2,5 Summe 87,8 
Aminosiuren-N. ..... LUT 
Elementaranalyse-N. . . .  11,8%, 
Verbrennungsriickstand . .  10,4°,, 


Der gesamte im Sekret vorhandene Stickstoff wird als Aminosauren- 
Stickstoff (plus Histamin-N) wiedergefunden. Das Rohgift besteht zu 
54°, aus Proteinen und 26°, aus den freien Aminosauren und Histamin. 

Das getrocknete Sekret von L. erythrognatha enthielt 12,99°, N 
(Eleinentaranalyse) und 7,4°, Verbrennungsriickstand. Der Protein- 
cehalt des Rohsekrets diirfte mindestens dem von P. fera entsprechen. 

In beiden Rohgiften ist neben wenig organisch gebundener Phosphor- 
siure auch reichlich anorganisches Phosphat enthalten. Hexosen und 
Aminozucker sind nicht nachzuweisen. Die Phloroglucin-Reaktion auf 
Pentosen war mit dem Sekret von P. fera positiv. mit jenem von L. 
erythrognatha negativ. 


®° Th. Wieland u. G. Pfleiderer, Angew. Chemie 67, 257 [1955]. 














Die Giftsekrete der Lycosa erythrognatha und P. fera Bd. 306 (1957) 

Die zwei Spinnenarten, welche der Unterordnung der Labidognatha angehéven, 
sind die in ihren Verbreitungsgebieten fiir den Menschen unangenehmsten. Nach 
W. Biicher!’ aiirfte Phoneutria fera Perty 1883 (= Ctenus nigriventer Keyser- 
ling 1891), in Brasilien ,,aranha armadeira’’, die ,,Sprungbereite“, genannt, ,,cine 
der giftigsten Spinnen der Erde sein“. ,,[hr Gift ist gekennzeichnet durch eine 
stimulierende, spaiter depressorische Wirkung auf die corticalen und medullaren 
Gehirnzentren.“* Tédliche Vergiftungen von Menschen, besonders von kleinen 
Kindern, sind beschrieben (Lit. 1. c.7»). Die DL; mit weiBen Mausen als Versuchs- 
tiere betragt 0,67 bei subcutaner, 0,34 bei intravenéser Einspritzung (in y/g Maus). 

Das Gift der Tarantel Lycosa erythrognata Lucas 1836 (== L. raptoria) hat 
nach dem gleichen Autor?*® bei intracutaner EKinverleibung ,,vor allem lokale 
Wirkung“, die sich ,,nach einigen Tagen bis Wochen in nekrotischen lokalen Haut- 
prozessen bemerkbar macht** und an der BiBstelle bis handtellerbreite, offene 
Hautwunden erzeugen kann. Die DL,, betraigt 135 bei subcutaner, jedoch nur 
0.9 kei intravenéser Verabreichung (y/g Maus). 


Methodische Angaben 


Von jedem der Rohgifte der beiden brasilianischen Spinnen standen uns 
wenige mg zur Verfiigung. Die Sekrete waren durch elektrische Reizung der 
Chelizerenmuskeln nach dem Verfahren von W. Biicher]** gewonnen und sofort 
in Exsiccatoren iiber Calciumchlorid getrocknet worden. Alle analytischen An- 
gaben beziehen sich auf Praparate. die bei 60°, 0,1 Torr, getrocknet worden waren. 
Die papierchromatographischen und quantitativen Methoden, die zu unseren 
qualitativen und quantitativen Analysen gedient haben, sind im wesentlichen 
schon geschildert worden®’, Eine Verbesserung gegeniiber den bisher beschriebenen 
Verfahren erfubr die papierchromatographische Bestimmung von Hist- 
amin. Der Nachweis dieses Amins kann durch Bespriihen des mit »-Butanol- 
Eisessig-Wasser (4:1:1; v/v) hergestellten Chromatogramms mit Paulys Reagens 
erfolgen. Histamin hat in diesem Tre:ngemisch einen gréBeren Ry-Wert als 
Histidin und wird gut von ihm getrenst. Zur quantitativen Bestimmung des 
Histamins wurde jedoch das mit Phenol von px | hergestellte Chromatogramm 
mit Ninhydrin entwickelt, der gebildete Marbstoff in den Kupferkomplex itiber- 
gefiihrt, mit Methanol eluiert und in Lésung photometriert (entspr. der Bestim- 
mungsmethode fiir Aminosaiuren®). Im Phenol (py 1)-Chromatogramm hat Hist- 
amin einen Rp-Wert von 0,45 und eracheint, gut isoliert, zwischen Alanin und 
Tyrosin. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der Chemie 
danken wir fiir Hilfen, die auch diese Arbeit foérderten. 


Zusammenfassung 
Das Ergebnis der papierelektrophoretischen und papierchromato- 
graphischen Analyse der Giftsekrete der beiden Spinnen Lycosa erythro- 
gnatha und Phoneutra fera wird mitgeteilt, auBerdem die Aminosauren- 
zusammensetzung des P. fera-Sekrets. 


Summary 


Venom from the spiders Lycosa erythrognatha and Phoneutra fera 
has been analysed by means of paper electrophoresis and paper chromato- 
graphy. The amino acid composition of the venom of Phoneutra fera has 
been determined. 


7 a) W. Biicherl, Arzneimittelforsch. 6, 293 [1956]; b) W. Biicherl, Mem. 
Inst. Butantan 25 (1), 1, 153 [1953]. 
8 F. G. Fischer u. H. Dérfel, Biochem. Z. 324, 544 [1953]. 
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Die Gifte der brasilianischen Skorpione 


Tityus serrulatus und Tityus bahiensis' 
Von 


F. G. Fischer und Hans Bohn 
Aus dem Chemischen Institut der Universitit Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Oktober 1956) 


Zwei Skorpionarten, von den hunderten in Brasilien einheimischen, 
sind auch dem Menschen gefahrlich: Der braune Skorpion Tityus 
bahiensis (Perty, 1834) und der gelbe Skorpion Tityus serrulatus 
(Lutz e Mello, 1922). 

Im Instituto Butantan, Sao Paulo, werden spezifische Sera fiir die 
Behandlung der von Exemplaren dieser beiden Arten Gestochenen her- 
gestellt. W. Biicher| hat dort die Haltung der Skorpione in der Gefangen- 
schaft studiert, eine Methode der Giftentnahme durch elektrische 
Reizung des stacheltragenden Schwanzendgliedes angegegeben und die 
Toxizitat der Gifte bestimmt?. 

Unsere elektrophoretische und chromatographische Analyse der 
Giftsekrete beider Arten zeigt, daB in der Hauptmenge Proteine darin 
enthalten sind, die sich in mehrere Fraktionen zerlegen lassen. In einer 
Pufferlésung von py 7,0 ist der gréBte Teil der Proteine positiv geladen 
(Abb. 1 und 2). Darin gleichen die EiweiBkomponenten der Skorpion- 
gifte jenen der bisher untersuchten Vogelspinnen*® und der brasilia- 
nischen Tarantel und Wanderspinne*. Im Gegensatz zu den Sekreten 
dieser Araneiden enthalten die Sekrete des gelben und des dunkelbraunen 
Skorpions jedoch keine gréBeren Mengen an freien Aminosaéuren. Nur 
Lysin ist zu 1—2°, frei vorhanden und trennt sich bei Elektrophoresen 
in neutraler Lésung rasch von den ebenfalls kathodisch wandernden 
EiweiBkomponenten (Abb. 1 und 2). 


Histamin ist in den beiden Skorpiongiften nicht nachzuweisen. Die 
Konzentration von Phosphationen ist auBerordentlich gering, abermals 
zum Unterschied von den untersuchten Spinnengiften. Dementsprechend 
ist auch der anorganische Gliihriickstand viel kleiner als bei den Ara- 
neiden-Sekreten. 

1 [X. Mitteil. iiber Tierische Toxine; VIII. Mitteil.: F. G. Fischer u. 
H. Bohn, diese Z. 806, 265 [1957]. 

2 a) W. Biicherl, Mem. Inst. Butantan 25, 53, 83 [1953]; b) W. Biicherl, 
Arzneimittelforsch. 5, 68 [1955]. 

3 F.G. Fischer u. H. Bohn, Liebigs Ann. Chem., im Druck. 
* VITT. Mitteil.1. 


| 
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Eine Aminosiuren-Analyse der einzelnen Proteinfraktionen war uns 
nicht moéglich, da nur jeweils wenige mg der Trockengifte zur Verfiigung 
standen; wir beschrankten uns daher, um einen ersten Einblick in die 
Zusammensetzung der Sekrete zu gewinnen, auf eine Aminosduren- 
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Abb. 1. Tityus serrulatus. Abb. 2. Tityus bahiensis. 


Abb. 1 u. 2. Die papierelektrophoretische Auftrennung der Giftsekrete von T'ityus 

serrulatus und Tityus bahiensis (Veronalpuffer, py 7,0, 4. V/cm, 4Stdn., 20°). 

In den oberen Abb. a sind die Elektropherogramme mit Ninhydrin entwickelt und 

die Farbungen als Cu-Salze mit Licht von 515 my photometriert, in den unteren 

Abb. b sind die Elektropherogramme mit Amidoschwarz 10 B angefarbt und mit 
Licht von 620 mu photometriert. 


+ Lysin. 


Analyse® des Gesamtgiftes von 7’. bahiensis (s. Tabelle). Der im Roh- 
gift enthaltene Stickstoff wird fast ganz als Aminosiéuren-Stickstoff 
wiedergefunden. 69° des Rohgiftes bestehen aus Proteinen. 

Bei p, 7,0 ist die papierelektrophoretische Trennung dieser Protein- 


fraktionen voneinander langsam und im Ergebnis unbefriedigend | 


(Abb. 1 und 2). Viel bessere Trennungen erhalt man bei pg 5,0 (im 
,,Pherograph“*, Ammoniumacetat-Puffer, 6.4 V/em, 6.5 Stdn.). 








’ Nach F.G. Fischer u. H. Dérfel, Biochem. Z. 824, 544 [1953]; F.G.} 


Fischer u. H. Bohn, 1. c.’. 
6 Nach Th. Wieland u. G. Pfleiderer, Angew. Chem. 67, 257 [1955]. 
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Die Aminosiuren-Zusammensetzung des Giftsekretes von TJ'ityus bahiensis 
(g Aminosiure in 100 g Rohgift, getrocknet bei 60°, 0,1 Torr). 





MBE hess) fo) <) peasol See ous s 5,4 Ley ee nee 8,1 
BORD foes ss to si ws ye 4,6 bo es 4,6 
HESS aaa tien aes ae ae 3,2 Phenylalanin. ...... 5,5 
MIGHED is. 65 us. ay He ee 1,3 A re 3,3 
Asparaginsiure ....... 7,1 ROHS es Be 4,7 
Glutaminséure. ....... 9,1 ik ee a em Ce 5,8 
EO a 4,3 i re 1,3 
Mu Ouisttomtuse | £46 bee 4,1 Tryptophan nee Lrg 
Threnin. ......... 3,0 Summe 81,1. 
PMEEIR sie, Wer Se So Ges gs 4,0 Aminoséuren-N. . . . . .  11,0% 
Elementaranalyse-N. . . . 11,9% 
Verbrennungs-Riickstand . 2,9% 


Das Rohgift von 7’. bahiensis scheidet sich in sechs Fraktionen, 
von denen fiinf kathodisch wandern und eine anodisch. Aus dem 7’. 
serrulatus-Sekret trennen sich sieben Proteinfraktionen elektrophoretisch 
voneinander, von denen zwei sich anodenwirts bewegen. 

Durch Photometrierung der mit Amidoschwarz angefirbten Papier- 
streifen wurden die prozentualen Mengen der einzelnen Fraktionen ge- 
schitzt (unter voraussetzung der gleichen Anfarbbarkeit aller Protein- 
Komponenten). Sie sind hier angegeben mit den Abstinden der Ab- 
sorptionsmaxima der einzelnen strichférmigen Flecken in em von der 
Ausgangsstelle: 

T’. bahiensis. I: 4% (—5,2). II: 18% (—4,2). III: 18% (--2,8). IV: 34% 
(—2,1). V: 11% (—0,1). VI: 15% (+0,5). 

T’. serrulatus. I: 3% (—5,2). II. 16% (—4,2). III: 22% (—2,9). IV: 28%, 
(—2,5). V: 13% (—0,5). VI: 14% (+0,2). VII: 4% (+-1,0). 

Nach W. Biicher] beobachtet man bei der Giftausscheidung, daB das erste 
Trépfeien klar und durchsichtig ist, das zweite und dritte jedoch triibe, die 
letzten milchig und schleimig sind (Mikrophotographien?4). Diese Inhomogenitat 
der Sekrete auBert sich auch in der geringeren Toxizitat der zuerst ausgeschie- 
denen Anteile. Das von uns untersuchte Rohgift war ein Sammelsekret. 

Die Gifte beider Skorpion-Arten wirken duBerst schnell auf die Versuchstiere. 
Bei intravenéser Injektion von lethalen Mengen sterben Mause schon nach Sekun- 
den durch primaére Atmungslahmung?. Bei subcutaner Verabreichung ist die 
DL;) bemerkenswerterweise nur unwesentlich gréBer und auch die Schnelligkeit 
der Wirkung ist kaum vermindert. 

T. serrulatus-Trockengift: DL,) intravenés: 0,3—1,6 y/g Maus; subcutan 
0,3—2,2 y/g. 
T. bahiensis-Trockengift: DL;, intravenés: 0,5—11 y/g; subcutan 0,7—25 y/g. 
Die héheren Werte gelten fiir die ersten, klaren Gifttropfen, die niedrigeren 


fir die zuletztflieBenden, milchigen Tropfen (genauere Angaben bei W. Biicherl). 


Schon hunderte von tédlichen Vergiftungen, in der Hauptzahl von kleinen 
Kindern, sind nach dem Stich dieser beiden Skorpione beobachtet worden’. 

Die Methodik unserer Analysen ist in den vorangehenden Arbeiten schon 
mitgeteilt worden. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der Chemie 


-| danken wir fiir Hilfen, die auch diese Arbeit forderten. 





7 0. Magalhiaes, Hospital 21 (5), 709 [1942]; siehe 1. c. 2b. 
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Die Gifte von T'ityus serrulatus und Tiiyus bahiensis 


Zusammenfassung 


Durch Papierelektrophorese werden die Giftsekrete der Skorpione 
Tityus serrulatus und Tityus bahiensis in sieben baw. sechs Protein. 
fraktionen aufgetrennt. Die Aminosiuren-Zusammensetzung des Sekvrets 
von 7’. bahiensis wird ermittelt. 





Summary 


The venom of the scorpions T'ityus serrulatus and Tityus bahiensis 
has been separated by paper electrophoresis into seven and six protein 
fractions, respectively. The amino acid composition of the venom of 
T. bahiensis has been determined. 
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Quantitative Bestimmung 


von freiem neben peptidgebundenem Methionin 
in Form des B-Methylmercapto-propionaldehyd- 
2.4-dinitrophenylhydrazons 
Von 
A. Leismann und F, Turba* 


Aus der Staatlichen Milchwirtschaftlichen Lehr- und Forschungsanstalt Wangen im Allgiiu** 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Oktober 1956) 


Oxydative Desaminierung von x-Aminosiéuren mittels Ninhydrins fiihrt nach 
van Slyke und Dillon! zur quantitativen Abspaltung des «-Carboxyls als CO). 
Darauf beruht die manometrische Bestimmung freier Aminosiuren; Peptide 
reagieren unter den Versuchsbedingungen praktisch nicht. Von den gleichzeitig 
entstehenden Aldehyden (vgl. die Reaktionsgleichung) sind nach Virtanen? nur 
die dem Alanin, Valin, Leucin, Isoleucin, Phenylalanin und Methionin entsprechen- 
den Reaktionsprodukte wasserdampffliichtig; ihre Dinitrophenylhydrazone lassen 
sich an Zinkearbonat chromatographisch voneinander trennen®. 

Zur Differenzierung der freien von der peptidgebundenen Form 
einer bestimmten Aminosaure eignet sich das urspriingliche van Slyke- 
sche CO,-Verfahren nicht unmittelbar, da simtliche freien Amino- 
siuren gleichzeitig reagieren. Giinstiger ist die Erfassung der aus den 
Aminosauren quantitativ gebildeten Aldehyde. Geht man von *S- 
markiertem Methionin aus, so bietet die Isolierung des entsprechenden 
b-Methylmercapto-propionaldehyd-2.4-dinitrophenylhydrazons, im fol- 
genden als CH,S-Aldehyd-Hydrazon bezeichnet, folgende Vorteile: 


1. Man kann freies Methionin neben Methioninpeptiden (aus denen 
die Aminosaure erst nach Séurehydrolyse frei und bestimmbar wird) 
wie auch neben anderen freien Aminosiuren selektiv erfassen. 

2. Die Markierung mit *S gestattet die Einfiihrung einer hoheren 
spezifischen Aktivitaét als die Carboxylmarkierung mit 'C. 

3. Da andere S-haltige Aminosiuren keine fliichtigen Aldehyde 
liefern, geniigt es hier, die 95S-Aktivitaét im Wasserdampf-Destillat zu 
bestimmen. Im Falle der nicht radioaktiv indizierten Aminosdure trennt 


* Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir eine Sach- 
beihilfe und ein Stipendium (A. L.). 

** Herrn Dir. Dr. R. Schober danken wir fiir seine freundliche Unter- 
stiitzung. --- Derzeitige Anschrift der Autoren: Physiologisch-Chemisches Institut 
der Universitat Miinchen. 

' D. D. van Slyke u. R. T. Dillon, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 34, 362 [1936]; 
vgl. auch M. F. Mason, ebenda 87, 111 [1937]. 

2 A.J. Virtanen u. N. Rautanen, Biochem. J. 41, 101 [1947]. 

) 3 F. Turba u. E. von Schrader-Beielstein, Naturwissenschaften 34, 57 
1947]. 
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man das Dinitrophenylhydrazon des dem Methionin entsprechenden 
Aldehyds durch Siulenchromatographie, wie nachstehend beschrieben, 
ab und bestimmt seine Konzentration photometrisch; eine Kombination 
dieses Verfahrens mit der Bestimmung der *°S-Aktivitaét gibt die fir 
viele Zwecke wichtige spezifische Aktivitat des vorliegenden **S-Meth- 
ionins. Durch Séulenchromatographie lassen sich auch die tibrigen 
Aminosiuren, soweit sie mit Ninhydrin wasserdampffliichtige Aldehyde 
geben, in freier und peptidgebundener Form bestimmen. Die geschil- 
derte Methode ist wegen der schnellen Durchfiihrbarkeit besonders 
fiir Reihenbestimmungen geeignet; Salze, Zucker und andere Extrakt- 
stoffe biologischen Materials stéren auch in groBer Menge zum Unter- 
schied von der Papierchromatographie nicht. 


Ergebnisse 
1. Prinzip der Methode 


Aus Methionin entsteht bei der Umsetzung mit Ninhydrin /- 
Methylmercapto-propionaldehyd, der im Vakum in salzsaure 2.4- Dini- 
trophenylhydrazinlésung destilliert wird: 


SCH, SCH, SCH, 
[(CH,], -- CO, + NH, + [CH,}, -- (CH,], 

NH,-CH - CHO CH — N-NH-C,H, (NO,), 
CO.H 


durch Chromatographie an wasserfreiem Magnesiumsulfat trennt man 
das entstandene Hydrazon von iiberschiissigem Reagens und den Re- 
aktionsprodukten anderer Aminosiuren. 


2. Apparate und Reagenzien 


Destillationsapparatur’. 

Chromatographiesaulen: Zechmeister-Typ mit aufgeschmolzener Glas- 
fritte mit NS 14,5, Dimensionen 15x 200 mm. 

pL-Methionin, pL-Alanin, L-Phenylalanin, L-Valin, L-Leucin, 
L-Isoleucin, Glycyl-pL-methionin, DL-Alanyl-DL-methionin: die ver- 
wendeten Praparate waren simtlich chromatographisch einheitlich. 

Citratpuffer, px 4,7:17,65¢ Na,C,H,0,-2H,O und 8,40g C,H,0,:H,0 
wurden in Wasser geliést und das Gemisch zur Trockene gebracht. 

Dinitrophenylhydrazinlésung: 0,2-proz. in 2-n. HCl. 

Benzol-Heptangemisch: Die sorgfiltig getrockneten und destillierten 
Lésungsmittel wurden im Volumenverhiltnis 1:1 gemischt. 

Magnesiumsulfat zur Chromatographie: MgSO,-7H,O p. a. wurde 
3 Stdn. auf 500° erhitzt, gepulvert, nochmals auf die gleiche Temperatur gebracht, 
durch ein Sieb DIN 30 (900 Maschen/cm?) gegeben und im Exsiccator aufbewahrt. 


4 Vgl. D. D. van Slyke, D. A. Mac Fadyen u. B. P. Hamilton, J. biol. 
Chemistry 141, 671 [1941/42]. 
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3. Durchfiithrung der Methode 


a) Destillation der fliichtigen Aldehyde: 4—6 ml einer Lisung, die 
1—5 mg Methionin (das Verfahren laBt sich bis zu '/,;) der angegebenen Mengen 
durchfiihren, wenn man zur Kolorimetrie entsprechend weniger -verdiinnt) im 
Gemisch mit den tibrigen Aminosauren enthalt, werden in das eine der 50-ml- 
Kélbchen der Destillationsapparatur gebracht und 100 mg Citratpuffer, 100 mg 
Ninhydrin und etwas Aluminiumgrie8 (zur Vermeidung des Schiumens) zu- 
gefiigt. Man fiillt 5m/ der Dinitrophenylhydrazinlésung in die Vorlage, 
evakuiert die Apparatur auf 170+20 Torr, taucht das Reaktionskélbchen in ein 
siedendes Wasserbad und kiihlt die Vorlage gleichzeitig mit Leitungswasser. 
Unter dauerndem kraftigem Schiitteln destilliert man bis zur Sirupkonsistenz des 
Riickstandes (6+1 min). Zur Vervollstandigung der Reaktion bleibt der Ansatz 
otwa 60 min bei Zimmertemperatur stehen. 
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Abb. 1. Eichkurve (gereinigtes 6-Methylmercapto-propionaldehyd-2.4- 
dinitrophenylhydrazon). 


b) Extraktion der Dinitrophenylhydrazone; Chromatographie: 
Die Dinitrophenylhydrazone der fliichtigen Aldehyde werden mit drei Portionen 
(2x je. 10 ml, 1x5 ml) des Benzol-Heptangemisches extrahiert. Zur Abtrennung 
der mit in Lésung gegangenen geringen Mengen Dinitrophenylhydrazin und der 
iibrigen Hydrazone vom Hydrazon des CH;S-Aldehyds gibt man die auf einige ml 
konzentrierte, gelbe Lésung auf eine Saule von Magnesiumsulfat (15x 25 mm, fest 
und gleichmaBig trocken in das Adsorptionsrohr eingestampft), 1aBt einsickern und 
wischt mit Benzol-Heptan (1:1) nach (0,5 at Uberdruck N,). Das Dinitrophenyl- 
hydrazin haftet als oberste Zone fest an der Saule; die Hydrazone der iibrigen 
fliichtigen Aldehyde gehen rasch ins Filtrat, wahrend das CH,S-Aldehyd-Dinitro- 
phenylhydrazon sich als scharf ausgepragte zweite Zone vom oberen Saulenrand 
lost und mit etwa 30 m/l des Lésungsmittelgemisches quantitativ eluiert wird. Zur 
Beschleunigung der Elution kann man gegen Ende reines Benzol verwenden. Sind 
die Hydrazone der iibrigen Aminosauren in groBem UberschuB, so verwendet man 
ene 15x 50-mm-Saule. 

c) Spektrophotometrische Bestimmung: Man lat das Eluat der 
Zone des CH,S-Aldehyd-Hydrazons in ein 50-ml-Me8kélbchen eintropfen und fiillt 
anschlieBend mit dem Benzol-Heptangemisch zur Marke auf. Die Extinktion wird 
bei 390 mu bestimmt; Abb. 1 gibt die Eichkurve fiir siulenchromatograp isch 
gereinigtes CH,S-Aldehyd-Hydrazon wieder. Tab. 1 enthalt die nach der vor- 
stehend geschriebenen Methode gewonnenen Werte von Methioninbestimmungen, 
z. T. bei gleichzeitiger Gegenwart anderer Aminosauren. 

18* 
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Tab. 1. Bestimmung von Methionin als /-Methylmercapto-propionaldehyd. Da 
dinitrophenylhydrazon. f 
: 3 re 
eRe) Alanin, Valin, Gemes- |Gefundene Menge un 
a 7/50 ml Leucin, Isoleucin, | sene Ex- | Hydrazon y/50 ml | % Ausb. hy 
(Gem) Phenylalanin y | tinktion (uMole) ste 
149 (20,0) 0,113 280 (19,6) g Le 
298 (40,0) 0,240 600 (42,3) chr 
400 (53,7) 0,283 705 (49,7) K 
1000 (134,2) 0,700 1750 (123,2) 92 auf 
238 (32) je 40 0,180 450 (31,6) 
298 (40) je 40 0,220 550 (38,8) 














* Chromatographisch getrennte Mengen; die Destillation erfolgte mit der 5-10 fachen Menge. 


4. Einflu®B der Anderung der Versuchsbedingungen 


a) Zeitdauer der Destillation: Wiahrend Virtanen und 
Rautanen? bei Atmospharendruck 3 je 75 min destillieren, wobei 
jedes Mal die Vorlagefliissigkeit (Hydrogensulfit) gewechselt werden 
muB, destilliert man nach der vorliegenden Methode unter vermin- 
dertem Druck 6 + 1 min. Der Vorteil der kurzdauernden Destillation 
besteht vor allem darin, da unter diesen schonenderen Bedingungen 
nur kleinsteMengen an peptidgebundenem Methionin freigesetzt werden 
k6énnen, wahrend unter harten Versuchsbedingungen Peptidbindungen 
u. U. gespalten und steigende Mengen an gebundenem Methionin mit- 
erfaBt werden®. Fiillt man nach Ende der hier beschriebenen Destillation 
wieder mit 5 m/ Wasser auf und destilliert ein zweites Mal unter gleichen 
Bedingungen, so steigt die Ausbeute auch bei erneutem Zusatz der 
gleichen Menge Ninhydrin nicht an. A 

b) Anderung des Druckes bei der Destillation: Fir die 
quantitative Umsetzung ist die Kombination einer bestimmten Reak- 
tionstemperatur und Reaktionsdauer mit Ninhydrin mit einer be- & Rand 
stimmten Destillationsdauer wesentlich. Bei zu niedrigem Druck ver- § ‘rock 
dampft das Wasser zu rasch, und man erhalt keine quantitative Aus- = 
beute; bei zu hohem Druck besteht die Gefahr einer partiellen Spaltung fie di 
von Peptidbindungen (s. 0.) bzw. eines unvollkommenen Ubertreibens zum § 
des Aldehyds innerhalb der angegebenen Versuchszeit. durch 

c) Anderung der Dinitrophenylhydrazin-Menge: Erhéhung wae 
der Dinitrophenylhydrazin-Menge bedingt keine Stérung des Verfahrens, dite 
doch muB dann die Magnesiumsulfatsiule zur Chromatographie ent- § steige 
sprechend héher gewahlt werden, um das freie Dinitrophenylhydrazin — ‘phe 
mit Sicherheit zu binden. I 
und J 
p se ; cage men unter 

a) Aminosaduren, die mit Ninhydrin wasserdampfflich- hide 
tigeAldehydeliefern; papierchromatographisches Verfahren: — -—— 






5. Verhalten anderer Aminosauren 


6 


5 Vel. z. B. F. Turba, in ,, The Chemical Structure of proteins‘, Chapman & § \. E. | 
Hall, London 1953: Endgruppenbestimmung von Peptiden mittels Ninhydrins. J Ande: 


ich- 
ren: 


an & 


lrins. 
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Das hier beschriebene Verfahren ist sinngemaB auf die Bestimmung von 
freiem neben peptidgebundenem Alanin, Leucin, Isoleucin, Phenylalanin 
und Valin anwendbar. Die Trennung der entsprechenden Dinitropheny]- 
hydrazone kann an ZnCO, erfolgen (Turba u. von Schrader-Beiel- 
stein). Einfacher ist fiir die Bestimmung von Phenylalanin, Valin und 
Leucin gemeinsam mit Isoleucin das nachstehend beschriebene papier- 
chromatographische Verfahren®. 


Man tragt 50—250 y des Phenylhydrazongemisches/cm in’ einem Strich 
auf Papier 2043b von Schleicher & Schill (25x 35cm) 2,5cm vom unteren 


Leucin 
(+ Isoleucin) 


Valin 


Phenylalanin 


Alanin 
(+ Methionin) 


a) b) 
Abb. 2. Papierchromatographische Trennung der Dinitrophenylhydrazone 
der bei Kinwirkung auf Aminosiuren entstehenden fliichtigen Aldehyde. 
a) Gemisch. b) Methionin, 


Rand entfernt auf. Zur Papierchromatographie werden 500 ml Heptan mit 250 ml 


| trockenem Methanol geschiittelt; die untere (methanolreichere) Phase dient zum 


Sattigen des Chromatogramms, mit der oberen Phase erfolgt die Entwicklung. 
Man bringt zweckmaBig eine breite Glasschale in den Chromatographiekasten, in 
die die Chromatogramme spater eingehangt werden, und gibt das Lésungsmittel 
zum Sattigen direkt auf den Boden des Kastens. Nach 12 Stdn. fiihrt man dann 
durch eine Durchbohrung des Deckels die obere Phase des Methanol-Heptan- 
Gemisches in die Schale ein und ]a8t das Lésungsmittel im Papier aufsteigen. Die 
Entwicklungszeit betragt etwa 15 Stunden. Abb. 2 zeigt einen Ausschnitt aus 
einem solchen Chromatogramm. Gleich gut bewahrte sich die Methode der ab- 
steigenden Chromatographie. Die dem Methionin und Alanin entsprechenden Dini- 
trophenylhydrazone lassen sich nach dieser Methode jedoch nicht trennen. 


b) Andere schwefelhaltige Aminosdiuren: Cystin, Cystein 
und Methioninsulfon st6ren die beschriebene Bestimmung nicht, da sie 
wter den angegebenen Versuchsbedingungen keine Dinitrophenyl- 
hvdrazone fliichtiger Aldehyde liefern (Tab. 2). 

6 Vgl. die Trennung von Dinitrophenylhydrazonen bei H. W. Jackson u. 


M.E. Morgan, J. Dairy Sci. 87, 1316 [1954], sowie bei M. E. Morgan u. E. O. 
Anderson, ebenda 89, 253 [1956]. 
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Tab. 2. Verhalten von Cystein, Cystin und Methioninsulfon sowie von Methic nin. 
peptiden unter den Versuchsbedingungen. 





gefundene 


Aminosiaure bzw. Peptid | /50 ml (uMole) Menge in %, 





Cystein 1000 (165,2) <2 
Cystin 1000 (83,3) 0 
Methioninsulfon. . . . 1000 (110,5) <2 
Glycyl-pL-methionin . . 1000 (48,6) 0 
pL-Alanyl-DL-methionin 1000 (45,4) Spuren 








6. Verhalten von Methioninpeptiden: Wie aus Tab. 2 her. 
vorgeht, reagieren unter den angegebenen Versuchsdedingungen Meth. 
ioninpeptide praktisch nicht. Die Differenz der gefundenen Werte fiir 
das CH,S-Aldehyd-Hydrazon nach und vor Hydrolyse entspricht daher 
der Menge peptidgebundenen Methionins. 


Zusammenfassung 

Der aus freiem Methionin durch Umsetzung mit Ninhydrin entste. 
hende 6-Methylmercapto-propionaldehyd lat sich in Form seines Dini- 
trophenylhydrazons durch Saulenchromatographie von den Reaktions. 
produkten anderer Aminosiuren trennen und kolorimetrisch bestimmen. 

Das Verfahren, das besonders als Routinemethode fiir Reihen- 
bestimmungen Vorteile hat, wird durch Zucker, Salze usw. nicht ge- 
stért; es gestattet die Bestimmung des freien und des peptidgebundenen 
Methionins durch Differenzmessung nach und vor Hydrolyse. Besonders 
einfach gestaltet sich die Analyse von *°S-markiertem Methionin. 

Fir die Trennung der Dinitrophenylhydrazone wasserdampf- 
fliichtiger Aldehyde als Reaktionsprodukte anderer Aminosiuren (bes. 
Phenylalanin, Valin, Leucin und Isoleucin) mit Ninhydrin wird ein 
papierchromatographisches Verfahren angegeben (Lésungsmittelpaar 
Methanol/Heptan). 

Summary 

B-Methylmercaptopropionaldehyde is obtained from free methionine 
by treatment with ninhydrin. Separation of the aldehyde in the form of F 
its dinitrophenylhydrazone from the reaction products of other amino 
acids is effected by means of column chromatography and the compound 
estimated colorimetrically. Sugars, salts and other substances do not f 
interfere with the procedure which is particularly suitable for routine f 
determinations. The method enables free anc peptide-linked methionine f 
to be determined by estimation before and after hydrolysis. Methionine f 
labeled with *S can be determined very readily. A paper chromato- f 
graphic method using methanol/heptane as solvent system is also de- f 
scribed for the separation of the dinitrophenylhydrazones of aldehydes. f 
The method is applied to the aldehydes which are volatile in steam and 
are obtained from phenylalanine, valine, leucine and isoleucine by f 
treatment with ninhydrin. 
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Uber die enzymatische Spaltung des Lecithins 


aus Sojabohnen 
Von 
Hildegard Debuch 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit K6ln 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Oktober 1956) 


Meinem verehrten Lehrer, Herrn Professor Klenk, zum 60. Geburtstage gewidmet 


In den Schlangen- und Bienengiften befindet sich ein Ferment 
(Lecithinase A), das von den Glycerinphosphatiden einen Fettsaurerest 
abspaltet, so daB ein Glycerinphosphatid mit nur einem Fettsaurerest 
entsteht, eine sogenannte Lysoverbindung. 

Bisher nahm man an, da die Lecithinase A nur ungesiattigte 
Séuren aus dem Molekiil abspalten k6énnte!, d.h. daB die Ferment- 
spezifitaét auf die Art der Fettsiure gerichtet sei. Der in den isolierten 
Lysolecithinen enthaltene Fettsaurerest erwies sich als gesattigt, weshalb 
man zu der Annahme gekommen war, in einem Molekiil Glycerin- 
phosphatid sei stets eine gesittigte neben einer ungesittigten Fettsiure 
vorhanden, wie dies von Hanahan fiir das Leberlecithin von Rind, 
Kaninchen, Hund, Schwein, Ratte? und auch fiir das Lecithin des 
Hihnereies* nachgewiesen wurde. 

Die Bestimmung der Fettsiuren verschiedener Lecithine* konnte 
diese Annahme nicht in jedem Fall bestatigen. Hanahan gelang es 
nachzuweisen, daB die Lecithinase A sowohl gesiattigte als auch un- 
gesittigte Fettsiuren abzuspalten imstande ist, indem er aus einem 
Dipalmityl- und aus einem Dipalmitoleyl-lecithin die entsprechende 
Lysoverbindung unter Einwirkung von Schlangengift erhielt. Er konnte 
weiter zeigen®, daB das Ferment immer diejenige Saiure abspaltet, die 
sich in «'-Stellung des Glycerins befindet. 


1 Pp. A. Levene, I. P. Rolf u. H.S.Simms, J. biol. Chemistry 58, 859 
[1924]; E. Chargaff u. S.S.Cohen, J. biol. Chemistry 129, 619 [1939]; M. 
Francioli u. A. Ercoli, Die Methoden d. Fermentforschung, Georg Thieme 
1940-1941, Band 2, S. 1685; D. Fairbairn, J. biol. Chemistry 157, 633 [1945]; 
s.a. E. A. Zeller in Sumner-Myrback, The Enzymes, Vol. I, Pt. 2, S. 986 [1951]. 

2 D. J. Hanahan, J. biol. Chemistry 211, 313 [1954]. 

3 D. J. Hanahan, J. biol. Chemistry 211, 321 [1954]. 

4 A. Contardi u. P. Latzer, Biochem. Z. 197, 22 [1928]; R. H. Snider u. 
W.R. Bloor, J. biol. Chemistry 99, 555 [1933]; R.G. Sinclair, J. biol. Che- 
mistry 111, 261, 275, 515 [1935]; E. Klenk, H. Debuch u. H. Daun, diese Z. 
292, 241 [1953]. 

5 D. J. Hanahan, M. Rodbell u. L. D. Turner, J. biol. Chemistry 206, 
431 [1954]. 

6 D. J. Hanahan, J. biol. Chemistry 207, 879 [1954]. 
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In der vorliegenden Arbeit wird iiber Untersuchungen der enzy- 
matischen Spaltung von Sojabohnenlecithin berichtet. Als Ausgan gs- 
substanz diente ein tiber eine Aluminiumoxydsaule nach Hanah: n’ 
gereinigtes Sojabohnenlecithin*. Eine nochmalige Reinigung du:ch 
Gegenstromverteilung erwies sich als notwendig. Dies dirfte die bisver 
einzige Methode sein, um zu reinen Phosphatidfraktionen zu gelangen. 
Das untersuchte Praparat enthielt etwa 25° der Ausgangssubstanz in 
Form von Lysolecithin. 

Das so gereinigte Lecithin wurde mit Schlangengift von Crotalus 
adamanteus (Wasserklapperschlange) ** gespalten, durch Gegenstrom- 
verteilung das daraus gebildete Lysolecithin vom ungespalteren Lecithin 
abgetrennt und sowohl die in Freiheit gesetzten Fettsauren als auch die 
Fettsaiuren des Lysolecithins bestimmt. Dabei zeigte sich, daB unter den 
enzymatisch abgespaltenen Fettsiuren praktisch keine gesittigten 
waren und sie weit gr6Bere Mengen an Di- bzw. Triensiuren enthielten 
als das Fettsiuregemisch des Lysolecithins, das 42% seiner Fettsauren 
in gesattigter Form aufwies. Auch bei diesen Untersuchungen bestatigte 
sich, daB keine Cy9- und C,,-Fettsiuren im Sojabohnenlecithin §vor- 
kommen. Die hier vorliegenden Befunde zeigen auBerdem, daB neben 
Lecithinen mit je einer gesattigten und einer ungesattigten Fettsaure- 
komponente_solche vorliegen, die zwei ungesattigte Fettsdurereste ent- 
halten. — Im untersuchten Sojabohnenlecithin scheinen sich jedoch in 
«'-Stellung stets ungesittigte Fettsiuren zu befinden, wahrend sich 
in -Stellung 42% gesittigte und 58°, ungesittigte Fettsaiuren befinden. 


Beschreibung der Versuche 
I. Darstellung des Ausgangsmaterials 


9,3 g Sojabohnenlecithin wurden durch Gegenstromverteilung mit einer 
vollautomatischen Apparatur nach von Metzsch® mit 60 Einzelelementen mit 
einem Fassungsvermégen von je 100 ccm fiir die untere und fiir die obere Phase 
gereinigt. Als Lésungsmittel diente wie bei der Verteilung des Lecithins aus Rinder- 
herzmuskel!® und der Colamin-Kephalin-Fraktion aus Gehirn! ein Gemisch 
Petrolither (60—30°) — 99-proz. Methanol (2:1). Die Methode der zweiphasigen 
Entnahme wurde so angewandt, daB 260 Verteilungsschritte durchgefiihrt wurden, 
indem 204 obere Phasen iiber 56 untere gingen. 

Bei der P-Analyse der einzelnen Fraktionen wurden 96°, des Gesamtphosphors 
in den Elementen 1—50 gefunden. Es war eine Trennung in eine phosphorreiche 
langsam wandernde (Frakt. 1—14) und in eine phosphorarmere schneller wandernde 
Substanz (Frakt. 15—50) erfolgt (Abb. 1). 


7 D. J. Hanahan, M. B. Turner u. M. E. Jayko, J. biol. Chemistry 192, 
623 [1951]. 
8 E. Klenk u. H. Debuch, diese Z. 286, 33 [1950]. 
9 F. A. von Metzsch, Chemie-Ing.-Techn. 25, 66 [1953]. 
10 —E. Klenk u. H. Debuch, diese Z. 299, 66 [1955]. 
11H. Debuch, diese Z. 304, 109 [1956]. 
* Das Praparat wurde mir freundlicherweise von der Firma Nattermann 
& Co., Kéln-Braunsfeld, iiberlassen. 
** Das Praparat wurde mir freundlicherweise von der Firma Arzneimittel- 
fabrik Hiils Dr. Albin Hense iiberlassen. 
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Aus den vereinigten Frakt. 1—13 wurde eine Substanz gewonnen, bei der 
es sich wohl um ein noch verunreinigtes Lysolecithin handeln diirfte. 

Zur Analyse wurde i. Vak. itiber H,SO, getrocknet. 

1,760 (1,954) mg Sbst.: d= 1em, F = 0,121, H = 0,700 (0,790), entspr. 
0,085 (0,096) mg P nach Teorell?*. — 6,149 (5,295) mg Sbst.: 1,085 (0,930) ecm 
n/100-HCl, entspr. 0,152 (0,130) mg N; (Mikro-Kjeldahl!*). — 4,297 mg Subst.: 
1,430 com n/30-Na,S,O3, entspr. 0,735 mg Glycerin nach Blix'. Gef. P 4,83 
(4,90) N 2,48 (2,46) Glycerin 17,10. 

Aus den vereinigten Frakt. 15—50 wurden durch Abdestillieren des Lésungs- 
nittels i. Vak. unter CO, bei 40° 5,8 g einer Substanz (Praparat A) gewonnen, die 
ein gereinigtes Lecithin darstellte. 


z= 





Abb. 1. Verteilungskurve der 

Gegenstromverteilung I des 

nach Hanahan’ gereinigten 
Sojabohnenlecithins. 























Zur Analyse wurde i. Vak. iiber H,SO, getrocknet. 

2,008 (2,615) mg Sbst.: d= 1 cm, F = 0,121, H = 0,588 (0,735), entspr. 
0,071 (0,089) mg P. — 3,990 (5,177) mg Sbst.: 0,470 (0,610) cem n/100-HCl, entspr. 
0,066 (0,086) mg N. — 4,791 (9,524) mg Sbst.: 1,186 (2,181) cem n/30-Na,S8,03, 
entspr. 0,560 (1,120) mg Glycerin. Gef. P 3,56 (3,42) N 1,65 (1,65) Glycerin 11,65 
(11,75). 

Demnach handelte es sich bei der Ausgangssubstanz um ein Sojabohnen- 
lecithinpraparat, das neben dem Lecithin noch etwa 25°, Lysolecithin enthielt. 


II. Darstellung des Lysolecithins 

a) Spaltung des Sojalecithins mit Schlangengift 

5,7 g des so gereinigten Lecithins (Praparat A) wurden in 570 ccm peroxyd- 
freiem Ather gelost, mit 6ccm einer wir. Lésung von 18 1 mg Schlangengift 
(Crotalus adamanteus) versetzt® und nach 6fterem Umschiitteln 24 Stdn. bei 
Zimmertemperatur stehengelassen. Danach wurde, ohne Riicksicht auf den ent- 
standenen Bodensatz das Lésungsmittel i. Vak. abdestilliert, der Riickstand in 
100 cem unterer Phase gelést und wie oben beschrieben verteilt. 

Wie aus Abb. 2 ersichtlich, erfolgte wieder eine Trennung in zwei verschiedene 
Substanzen. 

Die Lysolecithinpraparate verhielten sich in allen Versuchen gleich, d. h. sie 
wanderten langsam. So lieBen sich auch in dieser Verteilung aus den vereinigten 
Fraktionen 1—15 auf die tibliche Weise 2,9 g eines Lysolecithinpraparates isolieren 
(Praparat B). 


2 T. Teorell, Biochem. Z. 280, 1 [1931]. 
8H. Roth u. F. Pregl, Quantitative org. Mikroanalyse, Springer-Verlag 
Wien, 1949, S. 106. 
1 G. Blix, Mikrochim. Acta [Wien] 1, 75 [1937]. 
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Zur Analyse wurde i. Vak. iiber H,SO, getrocknet. 

1,128 (2,840) mg Sbst.: d = 1cm, F = 0,127, # = 0,490 (1,229) ent: pr. 
0,062 (0,156) mg P. — 4,030 (5,082) mg Sbst.: 0,690 (0,845) eem n/100-HCIl, ent: pr. 
0,097 (0,118) mg N. — 5,290 (6,319) mg Sbst.: 1,870 (2,23) cem n/30-Nas8. 0,, 
entspr. 0,962 (1,145) mg Glycerin. > 

Gef. 2 5,53 (5,50) N 2,40 (2,33) Glycerin 18,20 (18,12). 

Um besser analysierbare Praparate zu erhalten, wurden 0,2 g des Praparatcs B 
in Alkohol mit Raney-Nickel hydriert (Praparat B,). 

Zur Analyse wurde i. Vak. iiber H,SO, getrocknet. 

5,092 mg Sbst.: 10,985 mg CO,; 4,560 mg H,O. — 2,041 (3,040) mg Sbst.: 
d =1cm, F = 0,121, FE = 0,943 (1,370), entspr. 0,114 (0,166) mg P. — 6,912 
(4,108) mg Sbst.: 1,24 (0,74) cem n/100-HCl entspr. 0,154 (0,104) mg N. — 4,666 
(6,597) mg Sbst.: 1,61 (2,47) ecm 7/30-Na,S8,0,, entspr. 0,824 (1,122) mg Glycerin. — 





{\ 


: \ 








Abb. 2. Verteilungskurve der Gegen- 

stromverteilung II des enzymatisch 

gespaltenen, gereinigten Sojabohnen- 
lecithins (Abb. 1). 
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Tab. 1. Prozentuale Zusammensetzung des hydrierten Lysolecithins. 





Fettsaure- 
H N Glyce. | methyl- 
ester 





Co4H;,0,NP-H,0 (513,65)* ber. | 56,12 | 10,21 | 2,73 17,93 | 52,64 
C.gH;,0,NP-H,O (541,70)** ber. | 57,64 | 10,42 | 2,59 17,00 | 55,10 
Praparat B, gef. | 58,9 | 10,0 2,5 17,3 53,5 


* Lysolecithin mit Palmitinsiure als Fettsiurekomponente. 
** Lysolecithin mit Stearinsiiure als Fettsiurekomponente. 




















Das Lysolecithinpraparat war im hydrierten und nicht hydrierten Zustand F 
eine rein weiBe Substanz, die sich in Wasser leicht léste, beim Schiitteln stark 
schiumte und in Ather und Aceton unléslich war. i 

b) Untersuchung der Fettsaiuren des Lysolecithins 

2,0g des Praparates B wurden mit 30 ccm 3-proz. methanolischer HCl f 
1 Stde. unter RiickfluB gespalten; nach dem Abkiihlen wurden die Fettsaure- F 
methylester mit Petrolather ausgeschiittelt, mit Wasser neutral gewaschen, F 
getrocknet und abdestilliert. Fettsauremethylester: 1,07 g (53,5% der Ausgangs- 
substanz). 1,05g der Fettsiuremethylester wurden mit 30 ccm n/2-methanol. F 
NaOH 1Stde. unter RiickfluB® verseift, das Unverseifbare in Petrolather auf- F 
genommen, dieser getrocknet und abdestilliert. Es blieb kein Riickstand. Die Fett- F 
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siuren setzte man durch Ansiduern der Seifen in Freiheit und schiittelte sie mit 
Ather wiederholt aus. Nach Waschen mit Wasser, Trocknen iiber Na,SO, und 
Abdestillieren des Athers wurden 0,96 g freie Fettsauren erhalten. 

0,88 g der freien Fettsiuren loste man in der 10- bis 15-fachen Menge Aceton 

und fraktionierte sie durch Tiefkihikristallisation}. 

x) bei —20° auskristallisierte Fettsiuren: 0,37 g (42,0% der Ausgangs- 
substanz). Jodzahl!®: 4,6 (5,1); 21,920 (20,422) ie Sbst.: 0, 080 (0,082) cem 
n/10-Brom. 

f) bei —70° auskristallisierte Fettsiuren: 0,25 g (28,2% der Ausgangs- 
substanz). Jodzahl: 128,0 (128,9) ; 7,279 (5,963) le Sbst.: 0, 734 (0,607) ccm 
n/10-Brom. 

y) bei —70° in Aceton geléster Anteil: 0,26 g (29,8% der Ausgangssubstanz). 
Jodzahl: 149,8 (147,0); 6,861 (11,562) mg Sbst.: 0,810 (1,340) cem 
n/10-Brom. 

Da sich die Fraktionen 6 und y nur wenig in den Jodzahlen unterschieden, 

wurden sie wieder vereinigt und gemeinsam weiterverarbeitet. 


1. Die Fraktion der gesaittigten Fettsauren 


Sie wurde durch eine séulenchromatographische Methode nach Kapitel!’ 
niher untersucht. Stationare Phase: silanisierte Kieselgur; mobile Phase: paraffin- 


| U4 , 
com (\ 
03 
tion der gesattigten Fettsiuren 
aus dem Lysolecithin. Der Pfeil 
gib. den Wechsel des Liésungsmit- 97 
tels an. x = undefinierter Vorlauf. 
Ordinate: Verbrauch an 0,01-n. 
NaOH (F = 0,706). F,, F,, F, ge- 
sammelte Eluate. ar 








Abb. 3. Chromatogramm der Frak- 
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gesittigte Aceton-Wasser-Gemische je nach Kettenlange der zu eluierenden 
Sauren. »/100-NaOH zur Titration von jeweils etwa 2ccm Eluat. Indikator: 
Bromthymolblau. 

Zur Priifung der einzelnen Fraktionen auf Reinheit wurden die Eluate in drei 
verschiedenen Portionen F,, F, und F, aufgefangen (Abb. 3.) 

Aus den Eluaten wurden. durch ‘Ansiuern der Seifen die Fettsiuren in Frei- 
heit gesetzt, mit Ather ausgeschiittelt, die ather. Losung neutral gewaschen und 


15 KE. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 291, 104 [1952]. 

16 K, W. Rosenmund u. W. Kuhnhenn, Z. Unters. Nahrungs- u. GenuB- 
mittel 46, 154 [1923]. 
17 W. Kapitel, Fette u. Seifen 58, 91 [1956]. 
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getrocknet. Aus den vom Lésungsmittel befreiten Fettsauren stellte man ich 
l-proz. Lésungen in Benzol her, deren papierchromatographische Priifung?* die 
siulenchromatographische Analyse bestatigte. 

Die Sauren aus den Eluaten F, und F, erwiesen sich hernach als Palmitin- 
sdure, die Saure aus Eluat F, als Stearinsiure (Papier Schleicher & Sct iill, 
2043b, Laufzeit 40 Stdn.). 

Zusammensetzung der Fraktion der gesiattigten Fettsiuren aus dem L’’so. 
lecithin: C,, 3,16 mg (82%); Cys 0,76 mg (18°). 


2. Die Fraktion der ungesattigten Fettsiuren 


Zur Charakterisierung der ungesittigten Fettsiuren wurde 1 mg der ver. 
einigten Fraktionen #) und y) in 0,5 cem 23-proz. KOH-Glykol 8 Min. bei 180° 
isomerisiert!® und das Spektrum aufgenommen*°. 


| 400 7 \ 


\ Abb. 4. UV-Spektrum der isomerisierten 
ungesittigten Fettsiuren aus dem Lyso- 
lecithin (1-proz. Lésg., d = 1 em). 
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Wie Abb. 4 zeigt, bestand die isomerisierte Probe zu etwa 7%, aus Trien- und 
zu 41% aus Diensdiuren unter Zugrundelegung der von Klenk?! angegebenen 
Maxima. Da keine gesattigten Fettsiuren in dieser Fraktion vorhanden waren, 
bestanden die iibrigen 52°, aus Monoensiuren. Um die Kettenlangen zu bestimmen, 
wurde eine Probe hydriert (als freie Fettsiuren in Eisessig mit Platinoxyd als 
Katalysator) und nach Bernhard!* papierchromatographisch untersucht. Die 
Fraktion der ungesattigten Fettsiuren war hiernach in Stearinsaure tiber- 
gegangen, diejenige der gesiattigten Saiuren gab einen schwacheren Fleck von 
Stearin-undeinenstarkeren von Palmitinsaure (Papier Schleicher & Schiill, 
2043 b, Laufzeit 35 Stdn.). 


c) Untersuchung der enzymatisch abgespaltenen Fettsaiuren 


Die gesammelten vereinigten oberen Phasen der Gegenstromverteilung nach 
der enzymatischen Spaltung des gereinigten Lecithinpriparates muBten die daraus 
in Freiheit gesetzten Fettsiuren enthalten. Sie wurden i. Vak. vom Lésungsmittel 
befreit. Der Riickstand von 1,80 g wurde auf die beschriebene Weise durch Tief- 
kihlkristallisation fraktioniert. 

Bei —20° fiel ein flockiger Niederschlag aus: 0,036 g (2% der Fettsaure- 
fraktion) bei dem es sich wohl um eine fettlésliche Verunreinigung handelte 
(P = 0,2%). 

6) Bei — 70° auskristallisierte Fettsiuren: 1,02 g (58,0% der Gesamt- 
fettsiuren) Jodzahl 132 (129); 1,964 (1,916) mg Sbst.: 0,205 (0,195) ccm 
n/10-Brom. 

18 H. Wagner, L. Abischu. K. Bernhard, Helv. chim. Acta 88, VI [1955]. 

19 R. T. Holman u. G. O. Burr, Arch. Biochemistry 19, 474 [1948]. 

20 KE. Klenk u. F. Lindlar, diese Z. 299, 74 [1954]. 

21 —. Klenk in Hoppe-Seyler/Thierfelder, Handbuch d. physiol.- u. pathol.- 
chem. Analyse (Springer-Verlag 1955), S. 431. 
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e) Bei —70° geléster Anteil: 0,74 g (42,0% der Gesamtfettsiuren) Jodzahl 
146 (145); 2,369 (3,199) mg Sbst.: 0,273 (0,365) cem n/10-Brom. 


Da sich die Fraktionen 6) und e) in der Jodzahl kaum unterschieden, wurden 
sie wieder vereinigt. Um die Substanz von einer eventuellen Verunreinigung durch 
Reste hochsiedenden Petrolaithers zu befreien, wurde auf die iibliche Weise ver- 
seift, das Unverseifbare in Petrolather aufgenommen und aus den Seifen durch 
Ansiuern die Fettsiuren in Freiheit gesetzt. 1 mg wurde auf die beschriebene 
Weise isomerisiert und das Spektrum aufgenommen (Abb. 5). 





| 700; 





Abb. 5. UV-Spektrum der isomerisierten 
Fettsauren, die durch Lecithinase A aus 
Sojabohnenlecithin abgespalten wurden 
(1-proz. Lésg., d= 1 em). Die bis 400 mu 
vermessene Extinktionskurve senkt sich 
ab 300 my asymptotisch zur x-Achse. 
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Wie aus der Isomerisationskurve (Abb. 5) ersichtlich, bestand die Substanz 
zu etwa 13,1% aus Trien- und zu 71,8% aus Diensiuren. Da keine gesittigten 
Siuren in dieser Fraktion vorhanden waren, enthielt sie noch 15,1°%, Monoensiuren. 
Die papierchromatographische Untersuchung!® einer auf die beschriebene Weise 
hydrierten Probe ergab, daB es sich um reine Stearinséure handelte, so daB eine 
weitere siulenchromatographische Bestimmung nicht notwendig erschien. 


Tab, 2. Prozentuale Zusammensetzung der Fettsiuregemische des Lysolecithins 
wd der abgespaltenen Fettsiuren nach Behandlung des Sojabohnenlecithins mit 
Schlangengift. 





gesitt. Fettsauren ungesatt. Fettsauren 


. YZ Linol- | Linolen- 
Cig Cis Olsaure sdiure saiure 





abgespaltene Fettsaiuren . 15,1 71,8 13,1 


Lysolecithin 34,4 | 7,6 30,2 23,8 4,0 


Die Arbeit wurde durch Mittel der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
witerstiitzt. Frau I. Selbach danke ich fiir ihre technische Hilfe. 


Zusammenfassung 


Ein tiber eine Aluminiumoxydsiule gereinigtes Sojabohnenlecithin, 
das 259% Lysolecithin enthielt, wurde durch Gegenstromverteilung ge- 
reinigt und anschlieBend mit dem Gift von Crotalus adamanteus (Wasser- 
klapperschlange) enzymatisch gespalten. 
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Das so gebildete Lysolecithin enthielt 42,0% der Gesamtfettsi: 
in Form von gesattigten (34,4°% als Palmitin-, 7,6°% als Stearinsé ure) 
30,2% als Olsiure, 23,8% als Linol- und 4,0% als Linolensiure. 

Die abgespaltenen Fettsiuren hatten folgende Zusammensetzung 
15,1% Olsaure, 71,8% Linol- und 13,1°% Linolensiure, gesattigte Siu 
fehlten. 

Damit scheinen sich in «’-Stellung des untersuchten Sojabohneg 
lecithins nur ungesattigte Fettsiuren der C,,-Reihe zu befinden. 


Summary 


A soya bean lecithin, containing 25 per cent of lysolecithin af 
purification over a column of alumina, was separated by counter-curre; 
distribution and finally cleaved enzymatically with the venom of Crotal 
adamanteus. 

The fatty acids of the lysolecithin thus obtained contained 34.4 pg 
cent of palmitic acid, 7.6 per cent of stearic acid, 30.2 per cent of olei 
acid, 23,8 per cent of linoleic acid and 4.0 per cent of linolenic acid 
The fatty acids obtained by cleavage contained 15.1 per cent of ole 
acid, 71.8 per cent of linoleic acid and 13.1 per cent of linolenic a 
saturated acids being absent. The results indicate that the soya be 
lecithin investigated contains only unsaturated fatty acids of t 
C,,-series in the «'-position. 
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